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1-1. はじめに 
生物の生体内では酵素や抗体などによる高度な分子認識が絶えず行われており、こ
れらの分子認識物質は神経細胞間での情報伝達に大きく寄与している。これらの機能
の多くは巨大な生体分子に対して特定の分子認識物質が水素結合や静電的相互作用
によって結合することにより発現されており、生体内での反応は一般的な化学反応に
比していくつか異なる点が存在する。たとえば、一般的な化学反応では酸や塩基によ
り反応を誘起させ、加熱することで反応を促進させることも多い。しかしながら、生
体内での反応系は一部の例外を除けば常温の中性付近という穏和な環境下で進行す
る。また、生体内での反応は生体分子に対していくつかの分子認識物質がそれぞれ独
立して作用しており、複数の反応が同時に進行している。このような反応は必要に応
じて増幅、減衰が繰り返されることで生体内における生理活性物質の量を適切に制御
している。これらの事実は生体内に存在する酵素や抗体の分子認識能がいかに優れて
いものかを物語っているといえる[1–3]。 
ところで、一般に分子の機能という場合、大きく 2 つに分類される。1 点目は 1 分
子あるいは特定の数の分子からなる分子集合体が持つ機能をさす場合であり、2 点目
は導電性や磁性、粘度や耐久性などその物質の物性に着目する場合である。医薬品な
どの作用機序を議論するには前者の観点が必要であり、材料の開発にとっては後者の
観点が必要となる。しかしながら、バルクの物性は個々の分子の機能の集合体でもあ
るため、両者は密接な関係にある。そのため、近年ではその複合領域を研究する学問
としてナノサイエンスやナノテクノロジーなどの分野が発展してきている[1–3]。 
 上述したように生体内での反応はさまざまな分子間相互作用に基づくものであり、
生体内の酵素や抗体の機能を模倣した分子認識材料の開発が盛んに行われている。酵
素や抗体の高度な分子認識能は多点認識に由来しているため、これを人工的に模倣す
るためには認識対象化合物と多点で相互作用するホスト化合物を分子設計すること
が必要となる。 
 
1-2. 分子認識材料 
生体内に存在する酵素や抗体は高い分子認識能を有している。しかしながら、同時
にこれらの分子認識物質は pH や温度による変性の影響を受けやすく、非常に不安定
な物質であるために近年では酵素や抗体の機能を模倣した分子認識材料の研究·開発
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が盛んに行われている。 
1960 年代、米国デュポン社の研究員 Pedersen は実験中に偶然、微量のクラウンエ
ーテルが合成されていることを発見した。当時、クラウンエーテルはその空孔に適合
する特定のイオンや金属原子を内部に包接することができるという画期的な特性を
有する化合物であった。この発見は後に多くの研究分野に影響を及ぼすことになり、
分子認識化学の黎明期をささえることになる。その後、Cram はクラウンエーテルの
認識対象の拡張を行い、2 次元構造が主であった分子認識を 3 次元構造へと展開し、
基本分子 (ホスト) と取りこまれる分子 (ゲスト) との相互作用を研究するホスト·ゲ
スト化学という新しい研究分野を開拓した。さらに、Lehn はクリプタンドの発見に
加え、これまでのホスト·ゲスト化学を包括した超分子化学という新しい概念を提唱
した。この超分子化学と呼ばれる研究分野は広義の意味で両親媒性の化学物質による
ミセルやベシクルといった会合体に関する研究分野を含め、後に自己集合や自己組織
化のようなナノサイエンスやナノテクノロジーの分野の発展に大きく寄与すること
になる。 
しかしながら、生体内に存在する酵素や抗体の機能を模倣する分子認識材料を人工
的に設計·合成することは非常に複雑である。これまでにゲスト分子を認識する有機
化合物としてクラウンエーテル、クリプタンド、シクロデキストリン、シクロファン
類の一種であるカリックスアレーンなどのさまざまな化合物が検討されてきた[1–3]。
これらの化合物は溶液中においてある特定のゲスト分子に対する分子間相互作用を
確認できるという点で非常に有効なものであるが、分子認識能を発現できる標的分子
が限られることやその耐久性、利便性の観点から工学的な方面へ応用するためにはい
くつかの課題を有している。そのため、近年ではこのような化合物をポリマーマトリ
ックス内に固定化することで、溶媒耐性や繰り返し耐性などの耐久性の高い分子認識
材料を構築する手法も検討されている。 
一方で、モレキュラーインプリンティング法と呼ばれる標的分子を特異的に認識す
る機能性高分子材料を合成する手法は鋳型となる標的分子と相互作用する機能性モ
ノマーを重合時に添加し、架橋剤とともに共重合させることで標的分子と相互作用す
るための相補的な位置に機能性モノマーを配置することが可能となり、標的分子を選
択的に認識可能な機能性高分子材料をテーラーメイドにかつ簡便に合成できるもの
と考えられている。 
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1-3. モレキュラーインプリンティング法 
モレキュラーインプリンティング法 (MI 法) とは鋳型重合法の一種であり、検出
すべき標的分子 (鋳型分子) と相互作用する機能性モノマーを使用して複合体を形成
させた後、架橋剤とともに共重合する。その後、加水分解反応や還元反応などの適切
な操作によって鋳型となる標的分子を除去することでポリマーマトリックス内の相
補的な位置に機能性モノマーを固定化し、標的分子を特異的に認識可能な分子認識空
間を有する機能性高分子材料を構築する手法である[4–10] (Figure 1-1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-1. MIP prepared by bulk polymerization for recognion of a target molecule. 
 
ここで機能性モノマーとはビニル基やメタクリロイル基などの重合可能な官能基
とカルボキシ基やアミノ基、フェニルボロン酸基などの標的分子と相互作用可能な官
能基を有する 2 官能性のモノマーを意味する。そのため、モレキュラーインプリン
トポリマー (MIP) の合成にはメタクリル酸やアクリル酸、アクリルアミド、4-ビニル
フェニルボロン酸などの化合物が機能性モノマーとして使用されることが多い。また、
架橋剤としてはジビニルベンゼン (DVB) やエチレングリコールジメタクリレート 
(EDMA) などが使用されることが多く、架橋剤となる DVB にコモノマーとしてスチ
レンを共重合させることで MIP の架橋度を調整する手法が確立されている。重合時
に使用される溶媒は機能性モノマーと鋳型分子の複合体形成を阻害しないために一
般にはクロロホルムなどの低極性溶媒が使用されることが多い。しかしながら、近年
では重合時に使用する低分子量溶媒 (ポロゲン) が標的分子の分子認識能に影響を及
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ぼすとの研究結果も報告されている。 
これまでに糖、アミノ酸、核酸塩基、タンパク質などの生体関連物質、ステロイド、
テオフィリン、シンコニジンなどの医薬品、アトラジンなどの農薬といったさまざま
な化合物を標的分子とした分子認識材料の合成に関する研究結果が報告されてきた
[11–18]。上述したように本手法の利点は標的分子を認識する材料をテーラーメイドかつ
簡便に合成できる点であり、また、天然の酵素や抗体と異なり溶媒の pH や温度によ
る影響が少ないために標的分子に対する分子認識能を評価するうえで適用可能範囲
が広いといった特徴を有する。本手法による分子認識材料はその調整法の違いにより、
大きくは共有結合型 MIP と非共有結合型 MIP の 2 種類に分類される[4–10]。 
共有結合型 MIP はドイツの Wulff らのグループが報告している手法であり[19]、要
約すると以下のようになる。1) あらかじめ分子認識可能な機能性モノマーと標的分
子 (またはその構造類似体) を複合体にした共有結合型鋳型分子を合成する。2) 得ら
れた複合体を適切な架橋剤とともに共重合することでポリマーマトリックス内に鋳
型分子を固定化する。3) 加水分解反応や還元反応などの適切な反応条件により鋳型
分子をポリマーマトリックス内から除去する。このような一連の操作により、標的分
子を選択的に認識可能な分子認識空間を有する機能性高分子材料を合成する手法で
ある。この手法の利点は重合中に機能性モノマーと鋳型分子の複合体が形成されてい
るために比較的均一な分子認識空間を構築できることにあり、標的分子に対して高い
選択性·親和性を有する分子認識材料が合成できると考えられている。一方で、機能
性モノマーと鋳型分子を加水分解反応や還元反応などで切断した後、標的分子を再認
識するといった可逆的な結合が必要であるために結合の種類がエステル結合、ケター
ル·アセタール結合、シッフ塩基、配位結合、オキシム結合といったものに限定され
ることや、機能性モノマーと鋳型分子の複合体形成やポリマーマトリックス内より鋳
型分子を除去する手順が煩雑であるなどの問題点も存在する。 
一方で、非共有結合型 MIP はスウェーデンの Mosbach らのグループが報告して
いる手法であり[20]、要約すると以下のようになる。1) 水素結合や静電的相互作用の
ような非共有結合を利用して適切な溶媒中で相互作用可能な機能性モノマーと鋳型
となる標的分子の複合体を形成させ、架橋剤ととともに共重合する。2) 適切な溶媒
を使用して鋳型分子をポリマーマトリックス内から除去する。これらの操作により、
標的分子に特異的な分子認識空間を有する機能性高分子材料を合成する手法である。
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この手法の利点は結合の種類に制限がないために適用可能範囲が広いことと複合体
形成時における煩雑な合成を必要としないため簡便に合成できることである。一方で、
比較的弱い水素結合や静電的相互作用により機能性モノマーと鋳型分子の複合体を
形成させると同時に、重合時においても当該複合体を安定化させる必要があるために
重合溶媒や重合温度が制限されるなどの問題点も存在する。 
さらに、ビスフェノール A やコレステロールなどの分子認識においては標的分子
と機能性モノマーの複合体が共有結合型でありながら、脱炭酸などで鋳型分子を除去
した後、非共有結合的に分子認識する半共有結合型 MIP の合成に関する研究結果も
報告されている。近年では、MIP を微粒子化あるいは薄膜化することにより、標的分
子の高感度検出を可能にした報告も数多く存在する。前者は主に shell 層に分子認識
能を付与した core-shell 構造を有する MIP 微粒子の合成によるものであり、後者は
ガラス基板や金基板に MIP を薄膜として固定化し、表面プラズモン共鳴 (SPR) や水
晶振動子マイクロバランス (QCM) を利用した高感度分子間相互作用測定装置と融
合することで標的分子の迅速かつ高感度な検出を可能にしている。 
 
1-4. 生物活性物質 
生体に作用して何らかの生物反応を引き起こす化合物を総称して生物活性物質と
呼び、当該物質には生理活性物質のような生体内に存在する内因性の物質のみならず、
内分泌攪乱物質 (環境ホルモン) のような外因性の物質も含まれる。生理活性物質に
は主に体内でアミノ酸やタンパク質から合成される核酸、酵素、神経伝達物質やホル
モンなどがあり、これらの物質は生体機能を調整するうえで非常に重要な役割を担っ
ている。また、近年ではそのような生体内のホルモンに影響を与えるとされる内分泌
攪乱物質に対する関心も高まっている。たとえば、ポリカーボネートやエポキシ樹脂
の原料となるビスフェノール A や除草剤の一種であるアトラジンなどの農薬も内分
泌攪乱物質の一つとして疑われている。このため、これらの生物活性物質の定量を実
施することは病気の診断や治療を行うに際して非常に有効な手段となる。以下に本研
究で標的分子として使用した生物活性物質であるドーパミン、アトラジン、4-ニトロ
フェニル α-D-マンノピラノシド、コルチゾールについて記載する。 
 
 
第 1 章 
 
- 7 - 
 
◇ ドーパミン 
3,4-ジヒドロキシフェニル骨格を有する生体アミンをカテコールアミンと呼び、生
理活性のあるものとしてドーパミン、エピネフリン、ノルエピネフリンが知られてい
る (Figure 1-2)。これらは主に脳、副腎髄質、交感神経などに分布しており種々の疾
患の際、血中や尿中の質的·量的変動が起こることが確認されている。そのため、血
中および尿中のカテコールアミンを定量することは病気の診断や治療にとって非常
に有効である。特にドーパミンは後述するコルチゾールとともにストレスマーカーの
一つとして知られており、その他にも各種の診断に利用されている非常に重要な物質
である。たとえば、神経変性疾患の一つであるパーキンソン病は血中のドーパミン量
の低下が起因しているものと考えられている。 
 
 
 
 
Figure 1-2. Structural formula of dopamine. 
 
◇ アトラジン 
アトラジン、シマジン、シアナジンなどのトリアジン骨格を有する化合物は除草剤
として広く一般に使用されている (Figure 1-3)。これらの化合物は光合成における電
子伝達系を阻害することにより、特に発芽の抑制および発芽直後の植物を枯らすため
に非常に有効である。しかしながら、近年、このようなトリアジン骨格を有する化合
物は過剰に摂取すると生体内のホルモンバランスに悪影響を及ぼすことが確認され
ており、内分泌攪乱物質の一つとして疑われている。特にアトラジンは水への溶解性
が低く、また微生物による分解も難しいことから土壌に浸漬した過剰なアトラジンを
分解する手法も検討されつつある。 
 
 
 
 
Figure 1-3. Structural formula of atrazine. 
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◇ 4-ニトロフェニル α-D-マンノピラノシド 
生体内に存在する糖類および糖たんぱく質は生体内の機能を調節するうえで非常
に重要な役割を担っており、糖類はおもに単糖類、少糖類、多糖類の 3 種類に分類
される。単糖類はグルコース、ガラクトース、マンノース、フルクトースなどが含ま
れ、少糖類は単糖類がグリコシド結合により少数結合したものであり、糖骨格が 2 個
結合した少糖類を特に二糖類と呼び、ラクトース、スクロース、マルトースなどが含
まれる。さらに単糖類が多数結合したものが多糖類であり、生体内の肝臓や筋肉中に
存在するグリコーゲンや植物の細胞内に存在するでんぷんなどがその例である。 
ところで、ピラノース構造とは鎖状の状態から分子内のヒドロキシ基とアルデヒド
基が分子内ヘミアセタール反応を起こすことで 5 つの炭素と 1 つの酸素からなる 
6 員環構造を形成する環状化合物の総称である。糖類は基本的にこのピラノース構造
をとる場合が多く、1 位のアノマー水酸基がアルキル基に変換されたものがピラノシ
ドである。ニトロフェニル基を有するマンノピラノシドは UV 吸収が強く、コンカ
ナバリン A などの植物由来のレクチンとの分子間相互作用に基づいた吸収ピークの
シフトが確認されることから、糖類との分子間相互作用を検討するためのモデルサン
プルとして広く一般に使用されている (Figure1-4)。 
 
 
 
 
 
Figure 1-4. Structural formula of 4-nitrophenyl α-D-mannopyranoside. 
 
◇ コルチゾール 
ホルモンは大きく分けてアミノ酸·ペプチド·タンパク質系ホルモンとステロイド系
ホルモンに分類されるが、一般に副腎皮質ホルモンと性ホルモンはステロイド系ホル
モンであり、それ以外はアミノ酸·ペプチド·タンパク質系ホルモンである。ステロイ
ド系ホルモンは結合する受容体により、1) 糖質コルチコイド、2) 鉱質コルチコイド、
3) アンドロゲン、4) エストロゲン、5) 黄体ホルモンの 5 種類に分類される。コル
チゾールは副腎皮質から分泌される糖質コルチコイドの一種であり、ヒドロコルチゾ
4-Nitrophenyl α-D-
mannopyranoside
O
O
NO2
HO
HO
OH
HO
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ンとも呼称される。コルチゾールはその前駆体であるコルチゾンから合成され、コル
チゾン自体は不活性である。生体内ではコルチゾンが 11-β-ステロイド脱水素酵素と
呼ばれる酵素の働きで 11 位のカルボニル基が還元され、2 級アルコールに変換され
たものがコルチゾールであり、一般に β 型のみ生理活性を有すると考えられている  
[21]
 (Figure 1-5)。 
また、血中のグルコース濃度や血圧の調整などは糖質コルチコイドによるものであ
ると考えられており、成人男性における血中のコルチゾール濃度は 4–20 μg/dL 
(110–552 nM) 程度であると考えられているが、過剰なストレスを受けることで多量に
分泌されることから、当該ホルモンはカテコールアミンなどの神経伝達物質とともに
ストレスマーカーとして広く認識されている[22]。また、近年では過剰なストレスを受
けることによりコルチゾールが体内で多量に分泌されると脳の海馬が委縮するなど
の MRI 結果も報告されている。 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-5. Structural formula and carbon numbering of cortisol. 
 
1-5. 生物活性物質の認識素子と検出法 
生体内に存在する生物活性物質を迅速かつ簡便に定量することは非常に困難であ
る。1 点目の問題は生体内においては類似の構造を有する化合物が多量に存在し、高
度な分離能が要求されることであり、2 点目の問題は血液や尿、唾液といった検体か
ら採取する必要があるために夾雑物の分離といった前処理が必要となるとともに、検
体量が制限されることである。このため各生物活性物質に特異的な抽出·分離法が必
要となり、さらに微量であるために感度のよい測定法が求められている。以下にこれ
までに検討されてきた各生物活性物質の検出法について記載する。 
 
 
第 1 章 
 
- 10 - 
 
◇ ドーパミン  
生体試料からドーパミンを抽出·分離する手法としては、溶媒抽出法、イオン交換
クロマトグラフィー、アルミナ吸着法などが存在する。アルミナ吸着法はアルミナが
アルカリ性の領域 (pH 8 以上) でカテコール骨格を有する化合物を選択的に吸着し、
酸性領域 (pH 3 以下) で脱離するという性質を利用したものでカテコールアミンの
選択的抽出法としてしばしば利用されている。また、ホウ酸がジオール類と特異的に
結合することから、ホウ酸ゲルもアルミナと同様にカテコールアミンの抽出に使用さ
れている。さらに、カテコールアミンの分析には酵素免疫測定法 (ELISA)、放射免疫
測定法 (RIA)、蛍光標識法、HPLC 法、電気化学検出法などが存在し、これまでに各
手法に基づいた定量が実施されている[23]。 
 
◇ アトラジン 
アトラジンなどの農薬は試料を濾過した後、溶媒抽出法あるいは固相抽出法により
夾雑物を分離する手法が確立されている。ここで、溶媒抽出法はベンゼン、ヘキサン、
ジクロロメタンなどの比較的低極性の有機溶媒を使用して液·液抽出を行う手法であ
り、固相抽出法はシリカゲルに C8 (オクチル基)、C18 (オクタデシル基)、CN (シアノ
基)、NH2 (アミノ基) などを化学修飾した充填剤を使用した固液抽出により目的物を
分離する手法である。従来の分析手法は検体を含む溶液を濃縮した後、GC/MS や 
LC/MS などを利用した高精度の微量分析が主流であった。しかしながら、これらの
検出手法は前処理の煩雑さの問題もあるため、現在では ELISA による分析も検討さ
れている。 
 
◇ 4-ニトロフェニル α-D-マンノピラノシド 
従来は糖類の分析法として主にフェノール·硫酸法、Somogyi-Nelson 法が検討され
ていた。特にフェノール·硫酸法は分析手法が非常に簡便であることから広く一般に
使用されてきた分析法である。一方で、Somogyi-Nelson 法は銅試薬による還元糖の分
析法であり、Nelson 発色試薬を使用して吸光度測定により糖の定量を実施する手法で
ある。しかしながら、これらの測定では糖の種類を特定することができないことや夾
雑物の影響により、正確な定量が難しいとされていることから、近年では糖類をラベ
ル化することで吸光や蛍光により分析を実施する HPLC 法や ELISA による分析が
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実施されることも多い。ELISA による分析手法にはグルコースを選択的に認識する 
β-D-グルコースオキシターゼを使用する手法やヘキソキナーゼによりグルコース-6-
リン酸に変換するヘキソキナーゼ法などが存在し、類似の酵素を使用した糖類の定量
が実施されることもある[24]。 
 
◇ コルチゾール 
従来は LC/MS などの装置を使用してコルチゾールを定量する手法が主流であっ
たが、前処理の煩雑さや分析に長時間を要するなどの問題点も多かった。現在では 
ELISA や RIA などの手法が確立されており[25,26]、当該分析手法によりコルチゾール
の定量が実施されることも多い。しかしながら、ELISA は熱や pH に不安定な抗体
が必要とされ、RIA は放射性同位体を使用するための特殊な設備が必要となるなどの
問題点も存在する[27–29]。また、コルチゾールの定量を実施するにあたり、生体内から
採取する検体は主に血液や唾液、尿などが考えられる。これらの検体の中でもコルチ
ゾールの濃度は血液中で最も高いことが知られているが、血液検体の採取には医師の
監督を必要とすることや採取時におけるストレス増加により正確な判断ができない
ことも多い。このため、現在では唾液検体からコルチゾールを抽出することで目的物
質の定量を実施する分析手法が主流となりつつある[30–33]。 
 
1-6. モレキュラーインプリンティング法による生物活性物質の認識  
これまでにも MIP を利用した標的分子を特異的に認識する分子認識材料に関する
研究結果が数多く報告されている。以下にこれまでに報告されている各生物活性物質
を認識する MIP について記載する。 
 
◇ ドーパミン 
MIP を使用したドーパミンの選択的認識に関しては Makote ら (1998) により分子
認識層として基板上にナノポーラスシリカを骨格とした薄膜を固定化し、標的分子を
電気化学的に検出する研究結果が報告されている[34]。本報告ではゾル·ゲル法により、
ドーパミンを鋳型分子としてテトラメトキシシランとフェニルトリメトキシシラン
の共縮合を行い、得られたゾル状の溶液をサイクリックボルタンメトリーの基板上に
キャスト成形することでドーパミンを検出可能なフィルム状の分子センサーを構築
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することに成功している。さらに、ドーパミンと類似の骨格を有するカテコールアミ
ン類のエピネフリン、ノルエピネフリンを使用した結合実験を実施しており、ドーパ
ミンに対する選択性も確認されている。 
また、Matsui ら (2005) により、MIP を金基板に薄膜として固定化し、SPR を利
用してドーパミンの高感度検出を可能にした研究結果も報告されている[35]。本報告で
はドーパミンを認識するために機能性モノマーとしてアクリル酸、架橋剤としてN,N′-
メチレンビスアクリルアミド (MBAA)、コモノマーとして N-イソプロピルアクリル
アミドを使用することで金基板上に薄膜として MIP を固定化し、SPR を利用したド
ーパミンの高感度センシングに成功している。 
Dutta ら (2011) は金基板上に MIP を固定化した後、SPR を利用することで nM 
オーダーのドーパミン検出を可能にした研究結果について報告している[36]。本報告で
は機能性モノマーとして p-アミノスチレン、架橋剤として MBAA を使用することで
基板上に MIP を薄膜として固定化し、SPR によりドーパミンに対する結合能を評価
することで nM オーダーの標的分子の検出に成功している。さらに、ドーパミンと
類似骨格を有するチラミンやカテコールの結合能を評価することで、標的分子に対す
る選択性も確認されている。 
Yu ら (2012) は金ナノ粒子上に MIP を固定化して、ドーパミンを高感度に検出す
る手法について報告している[37]。本報告では金ナノ粒子上において機能性モノマーと
してフェニルトリメトキシシラン、架橋剤としてテトラメトキシシランを使用して、
鋳型分子となるドーパミン存在下で共縮合することにより、shell 層に分子認識能を
付与した core-shell 型 MIP を合成することに成功している。さらに得られた MIP 
を基板上に固定化し、サイクリックボルタンメトリーによりドーパミンの結合能を評
価しており、その検出限界は ca. 20 nM であると報告されている。さらに、エピネフ
リンやノルエピネフリンといった構造類似体を評価することで標的分子に対する選
択性も確認されている。 
Mao ら (2012) は蛍光性のカーボンドット (CDs) 上に MIP を固定化し、蛍光検出
にてドーパミンの結合能を評価する手法について報告している[38]。本報告では CDs 
上において機能性モノマーに 3-アミノプロピルトリエトキシシラン、架橋剤として
テトラエトキシシランを使用して鋳型分子となるドーパミン共存下で共縮合するこ
とにより、shell 層に分子認識能を付与した core-shell 型 MIP を合成することに成功
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している。MIP に対するドーパミンの結合に基づく蛍光強度の変化から結合能を評価
しており、その検出限界は ca. 1.7 nM に達している。さらに、比較検体としてエピ
ネフリンやアスコルビン酸を使用した結合能評価により、標的分子に対する選択性も
確認されている。 
Bouri ら (2012) は core にマグネタイト (Fe3O4) を使用した MIP 粒子を合成し、
電気化学的にドーパミンを検出する手法について報告している[39]。本報告ではマグネ
タイト上において機能性モノマーとしてメタクリル酸、架橋剤として EDMA を使用
することで MIP 微粒子を合成することに成功している。さらにキャピラリー電気泳
動により、MIP に対するドーパミンの結合能を評価しており、エピネフリンやノルエ
ピネフリンといった構造類似体を使用することでドーパミンに対する選択性も確認
されている。さらに、実サンプルとなる尿中のドーパミンを検出することにも成功し
ている。 
Qian ら (2014) はカーボンナノチューブに MIP を固定化し、電気化学的手法によ
るドーパミンの高感度検出について報告している[40]。カーボンナノチューブ上におい
て導電性のポリピロールを骨格とした MIP を合成し、サイクリックボルタンメトリ
ーによりドーパミンの高感度検出に成功しており、その検出限界は ca. 10 pM と報告
されている。 
Zhou ら (2015) はグラフェン量子ドット上に MIP を固定化した微粒子を合成し、
蛍光強度の変化に基づいたドーパミンの高感度検出について報告している[41]。グラフ
ェン量子ドット上において鋳型分子となるドーパミン存在下、熱分解を行うことによ
り MIP を合成している。得られたグラフェン量子ドット MIP のドーパミン対する
結合能は蛍光分析により評価しており、エピネフリンやドーパミンといった構造類似
体を評価することで選択性の確認もされている。また、血清や尿中の実サンプルを使
用した検出にも成功している。 
これまでに、MIP を使用したドーパミンの認識に関する報告は 100 報以上におよ
び、近年では実サンプルを使用したドーパミン分析の迅速性と測定感度の向上を目的
とした研究結果が数多く報告されている。 
 
◇ アトラジン 
 アトラジンを選択的に認識する MIP の合成法は Matsui ら (1995) により報告さ
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れている[42]。本報告では機能性モノマーとしてメタクリル酸を利用し、鋳型分子とな
るアトラジンと複合体を形成させた後、架橋剤となる EDMA とともに共重合させる
ことで MIP を合成し、スキャッチャード解析により、MIP とアトラジンの解離定数 
(Kd) を 1.210
-5 
M と推定している。また、アトラジンと類似の骨格を有するトリア
ジン系除草剤やその他の農薬を比較検体として評価することでアトラジンに対する
選択性も確認されている。 
さらに、Shoji ら (2003) は金基板に MIP を固定化し、電気化学的手法によるアト
ラジンセンサーについて報告している[43]。本報告では機能性モノマーとしてメタクリ
ル酸、架橋剤として EDMA を使用して重合溶液を調整した後、その溶液を基板上に
滴下し、光重合を行うことで MIP を金基板上に薄膜として固定化している。その後、
サイクリックボルタンメトリーを使用した電気化学的手法により、アトラジンの結合
能を評価しており、類似のトリアジン骨格を有する化合物を使用した結合実験からア
トラジンに対する選択性が確認されている。 
また、Yane ら (2006) はアトラジンを人体への影響が少ない物質へ変換する触媒作
用を有する MIP の合成に関する研究結果について報告している[44]。本報告ではジス
ルフィド結合を利用したアトラジン骨格を有する鋳型分子を合成し、機能性モノマー
としてメタクリル酸、架橋剤として EDMA を使用して共重合させることで MIP を
合成している。また、ジスルフィド結合を還元反応により切断することで鋳型分子を
除去し、さらに酸化反応により分子認識空間内にスルホ基を導入することに成功して
いる。得られた MIP を使用してアトラジンに対する結合能を評価しており、トリア
ジン骨格を有する構造類似体を評価することで選択性も確認されている。さらに、当
該ポリマーはアトラジンのクロロ基をメトキシ基に変換する触媒作用を有すること
が確認されている。 
Kubo ら (2006) はマイクロ流路を使用した単分散で球形のアトラジン認識 MIP 
の合成に関する研究結果について報告している[45]。本報告では機能性モノマーとして
メタクリル酸、架橋剤として EDMA を使用し、重合溶液を調整した後、マイクロ流
路を使用して水系溶媒中に重合溶液を滴下することで油滴として分散させており、光
重合を行うことで μm オーダーの球形で単分散な MIP を作製することに成功して
いる。さらに、得られた MIP 粒子をクロマトカラムに充填し、HPLC を使用するこ
とでさまざまな農薬の結合能を評価することでアトラジンに対する選択性が確認さ
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れている。 
これまでに MIP を使用したアトラジンの分子認識に関する報告は 100 報近くに
および、現在においても MIP を微粒子や薄膜として基板に固定化して分子センサー
として応用する試みが盛んに行われている。 
 
◇ 4-ニトロフェニル α-D-マンノピラノシド 
Wulff ら (1995) は 4-ニトロフェニル α-D-マンノピラノシド (NPM) を標的分子
としたエナンチオ選択性を有する MIP の合成に関する研究結果について報告してい
る[46]。本報告では NPM とビニルフェニルボロン酸の複合体を形成させ、架橋剤とな
る EDMA とともに共重合させることで NPM を認識する MIP を合成している。類
似骨格を有するマンノース、フルクトース、ガラクトースの結合実験を実施すること
で、当該ポリマーは NPM に対する選択性が確認されており、光学異性体である L 体
に対するエナンチオ選択性を有することも確認されている。 
Miyahara ら (2000) は NPM に親和性の高い単分子膜状の MIP の合成に関する
研究結果について報告している[47]。本報告では NMP を鋳型分子として 3-(10′,12′-ペ
ンタコサジインアミド)フェニルボロン酸と 10,12-ペンタコサジイン酸を共重合する
ことで、分子認識能を有するラングミュアブロジェット膜 (LB 膜) を形成させてい
る。得られた単分子膜は鋳型分子を加えずに重合した NIP に比して NMP に対する
親和性を 35% 向上させることに成功している。 
 MIP を使用した NPM の認識に関する研究結果は上述したような報告を含めた数
報に限られているが、類似の糖類を認識する報告は数多くなされており、グルコース
に関する研究結果に限定しても 20 報以上が報告されている。近年では水系溶媒中に
おいて機能する分子センサーに関する研究結果が数多く報告されている。 
 
◇ コルチゾール 
低極性溶媒中において、水素結合を利用した非共有結合型 MIP を合成し、コルチ
ゾールに対する認識能を評価している報告はこれまでにもなされている。 
Ramström ら (1996) はコルチゾールを選択的に認識可能なバルク状の分子認識材
料を合成することに成功している[48]。本報告では機能性モノマーとしてメタクリル酸
を使用して鋳型分子となるコルチゾールと非共有結合的に複合体を形成させた後、架
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橋剤となる EDMA とともに共重合することで MIP を合成している。また、スキャ
ッチャード解析により MIP に対するコルチゾールの解離定数を推定しており、さら
に、MIP の選択性を評価するためにステロイド骨格を有する構造類似体を使用して競
合法による阻害実験を実施しており、コルチゾールに対する選択性が確認されている。 
一方で、Baggiani ら (2000) は合成した MIP をクロマトカラムに充填し、HPLC
によりコルチゾールに対する選択性を評価している[49]。本報告では機能性モノマーと
してメタクリル酸を使用し、鋳型分子となるコルチゾールと複合体を形成させた後、
架橋剤となる EDMA とともに共重合することで MIP を合成している。得られた 
MIP 粒子をクロマトカラムに充填し、HPLC によりコルチゾールに対する結合能を
評価しており、ステロイド骨格を有する構造類似体を使用することでコルチゾールに
対する選択性が確認されている。 
 MIP を使用したコルチゾールの認識に関する論文は上述したような報告を含めた
数報に限られているが、コレステロールやコール酸をはじめとする類似のステロイド
骨格を有する化合物の認識に関しては 100 報以上の研究結果が報告されており、近
年では水系溶媒中において、実サンプルを使用したステロイド化合物の分子認識に関
する研究結果が数多く報告されている。 
 
1-7. 本研究の目的と意義 
本研究の目的はこれまでに報告されてきた生物活性物質を認識するための MIP に
高感度、高選択性、外部刺激応答性などの新たな機能を付与した機能性高分子材料を
合成することである。これらの機能を有する分子認識材料の合成は分子センサー、ア
フィニティクロマトグラフィー、コントロールドリリースシステムなどの工学的方面
へ応用できるものと期待している。以下に各章における目的と意義を記述する。 
第 2 章ではジスルフィド結合とフェニルボロン酸環状エステルを有する鋳型分子
を新たに設計·合成し、神経伝達物質の一種であるドーパミンを選択的に認識可能な
多点認識型の機能性高分子材料を合成することにした。ドーパミンはエピネフリン、
ノルエピネフリンとともにカテコールアミン類に分類されており、生体内において重
要な役割を担っている。例えば、エキソサイトーシスによって細胞外に分泌されたド
ーパミンは特定の受容体に結合し、標的細胞の生理機能を調節する。また、神経変性
疾患の一つであるパーキンソン病には生体内におけるドーパミン量の減少が関与し
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ているものと考えられている。前述したとおり、MIP を使用したドーパミンの分子認
識に関してはこれまでにも数多くの研究結果が報告されているが、その多くはドーパ
ミンのアミノ基をアクリル酸やメタクリル酸によって認識するものやカテコール基
を p-アミノスチレンなどのアミノ基を有する機能性モノマーを使用して認識するも
のであった。そこで、本章ではドーパミンを選択的に認識する機能性高分子材料を構
築するにあたり、フェニルボロン酸基により、カテコール骨格のジオール基を認識す
る手法に加え、ドーパミンの 1 級アミンをスルホ基により認識する多点認識型の機
能性高分子材料を合成することにした。しかしながら、アミノ基とスルホ基によるス
ルホン酸アミド結合を有する鋳型分子では一般に加水分解反応による鋳型分子の除
去が難しいとされている。そこで、ジスルフィド結合が反応性に富むことを利用して、
還元反応によりポリマーマトリックス内から、鋳型分子を除去すると同時に分子認識
空間内の相補的な位置にチオール基を導入することにした。さらに、酸化反応により、
分子認識空間内のチオール基をスルホ基に変換することでドーパミンに対する結合
能を評価することにした (ポストインプリンティング修飾)。このように、多点認識を
行うことで病気の診断や治療に有効とされるドーパミンを選択的に認識可能な高分
子材料を合成することは臨床用途においても非常に有効で意義のあるものと考えら
れる。 
第 3 章では MIP の分子認識空間内に外部刺激応答性の機能性モノマーを固定化
することで、標的分子の放出制御が可能な高分子材料を合成することにした。前述し
たとおり、これまでにもスピロピランを利用して光照射により標的分子を放出するこ
とが可能な MIP の報告はなされている。しかしながら、これらの放出制御機能を有
する MIP に関する報告はいずれもスピロピランの N-末端からメタクリロイル基を
生成し、重合時のコモノマーとして使用するものであった。MIP は分子認識空間内の
相補的な位置に標的分子と相互作用する官能基を導入することで標的分子に対する
分子認識能を担保しているため、高分子主鎖にコモノマーとして含まれるスピロピラ
ン骨格の光異性化のみでは光照射による標的分子の放出制御が不十分となる可能性
が考えられた。そこで、本章では重合部位と分子認識部位を有する 2 官能性の外部
刺激応答性機能性モノマーを新たに設計·合成し、MIP に取り込まれた標的分子を外
部刺激により、高度に放出制御可能な分子認識材料を合成することにした。ここで、
外部刺激としては主に熱、pH、光などが考えられるが、特に光照射は短時間で局所的
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に刺激を与えることが容易である。このため、本研究では光照射により分子構造が変
化する光応答性モノマーを分子認識空間内に固定化した分子認識材料を合成し、光照
射時における標的分子の放出制御機能について検討することにした。光応答性モノマ
ーにはアゾベンゼン、スピロピラン、サリチルデンアニンリン、ジアリールエテンな
どが存在し、これまでに数多くの研究結果が報告されているが、その中でも光照射に
より劇的に分子構造と物性が変化するスピロピランを機能性モノマーとして使用す
ることにした。標的分子の取り込み、貯蔵、放出といった一連の機能を有する分子認
識材料の合成はコントロールドリリースシステムなど多方面への応用が期待でき、非
常に有効で意義のあるものと考えられる。 
第 4 章ではステロイド系ホルモンの一種であるコルチゾールを選択的に認識可能
な分子認識材料の合成と蛍光偏光法を利用した高感度センシングシステムの構築を
目的とした。コルチゾールは一般にストレスマーカーとして知られているため、当該
ホルモンを選択的に認識可能な高分子材料を合成することは病気の診断や治療にと
って非常に有効であり、当該物質を高感度に評価可能な分析系を確立することが求め
られている。前述したとおり、これまでにも MIP を使用したコルチゾールの選択的
認識に関する報告はなされている。しかしながら、いずれも機能性モノマーとしてメ
タクリル酸を使用して低極性溶媒中で非共有結合的にコルチゾールとの複合体を形
成させており、また、バルク状 MIP の合成によるものであったためコルチゾールに
対する低親和性の分子認識空間が数多く存在する可能性が示唆された。そこで、本章
では core-shell 型 MIP (MIP-NPs) を合成し、分子認識能の高感度化と高選択性を有
するコルチゾール認識高分子材料を構築することにした。予備検討としてバルク状の 
MIP を合成し、コルチゾール対する結合能や選択性について評価した後、コルチゾー
ルの高感度検出を目的として蛍光ラベル化コルチゾールと MIP-NPs を合成し、それ
らの分子間相互作用について評価した。また、蛍光ラベル化コルチゾールと MIP-NPs 
の複合体を利用して蛍光偏光法により分子間相互作用の解析を実施することで、B/F 
分離を必要としない新たなコルチゾールセンシングシステムを構築することにした。
これまでにも蛍光偏光法を用いた分子間相互作用の解析は生化学や医学の分野にお
いて数多く実施されているが、core-shell 型分子認識材料と生理活性物質の相互作用
を解析した報告は少なく、蛍光異方性 (アニソトロピー (r)) が標的分子の結合能を評
価する指標となり得ることを明確にする必要がある。また、遊離のコルチゾールによ
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る競合実験を実施して蛍光偏光法と競合法を複合することにより、SPR や QCM を
利用した高感度分子間相互作用測定装置を必要とせずに迅速かつ高感度にコルチゾ
ールを分析する手法を確立することにした。 
 
1-8. 本論文の構成 
本論文は全 5 章から成り立っており、以下に本論文の構成を示す。 
第 1 章では現在に至るまでの分子認識化学の発展の過程について言及し、本研究
に関する目的と意義について述べた。 
第 2 章では 生理活性物質の一種であるドーパミンを選択的に認識可能な機能性
高分子材料の合成を目的として、新たにジスルフィド結合を有する鋳型分子を設計·
合成し、MIP へ応用することにした。すなわち、ジスルフィド結合の還元反応により、
ポリマーマトリックス内から鋳型分子を除去すると同時に分子認識空間内の相補的
な位置にチオール基を配置し、さらに官能基を酸化することでアミン類との相互作用
が強いとされるスルホ基に変換するという後天的官能基変換法 (ポストインプリン
ティング修飾) について検討し、標的分子に対する結合能を評価することでその有効
性について言及した。 
第 3 章では光照射により分子構造が劇的に変化するスピロピラン骨格に相互作用
部位と重合基を付与した機能性モノマーを新たに設計·合成した。また、分子認識空
間内に当該モノマーを固定化することで外部刺激応答性の MIP を合成し、光照射の
影響による標的分子の結合能の変化について評価した。すなわち、MIP の分子認識空
間内にスピロピラン骨格を有する機能性モノマーを配置することで、標的分子の取り
込み、貯蔵、放出といった一連の機能を有する外部刺激応答性の分子認識材料を合成
し、その有効性について言及した。 
第 4 章では MIP-NPs を使用した蛍光偏光法による新たなコルチゾールセンシン
グシステムについて検討した。予備検討として MI 法で合成したバルク状高分子レセ
プター (MIP) に対するコルチゾールの結合能を確認するためにコルチゾールの 21 
位の 1 級水酸基をメタクリロイル化し、鋳型分子として使用することでコルチゾー
ルを認識する MIP を合成した。また、コルチゾールの構造類似体を使用してコルチ
ゾールに対する選択性と結合能を評価した。さらに、コルチゾールの測定感度向上を
目的として、shell 層に分子認識能を付与した MIP-NPs を合成し、工学的な方面に応
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用するための最適な粒径について検討した。一方で、新たに蛍光ラベル化コルチゾー
ルを合成することで、蛍光測定によりそれらの分子間相互作用を評価するとともに、
MIP-NPs と蛍光ラベル化コルチゾールの複合体を使用することで、蛍光偏光法による
アニソトロピー (r) を指標とした蛍光ラベル化コルチゾールのセンシングを実施し
た。さらに、遊離のコルチゾールやその構造類似体による競合実験を実施することで 
MIP-NPs に対するコルチゾールの選択性を評価した。 
第 5 章は本論文の総括であり、本研究内容を要約し、得られた成果をまとめたも
のである。 
以上のように本研究ではこれまでに報告されている生物活性物質を認識する MIP
に高感度、高選択性、放出制御機能などを付与した新たな MIP を合成することを目
的とした。特定の標的分子を特異的に認識する高分子材料に新たな機能を付与するこ
とで、分子センサー、アフィニティクロマトグラフィー、コントロールドリリースシ
ステムなどの工学的な方面への応用が期待できると考えられ、これらの基礎データは
臨床検査や健康モニタリングなどの分野の進展にも大きく寄与するものと考えてい
る。 
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2-1. 緒言 
チオール基を有する化合物は非常に反応性に富むために有機合成の分野において
広く利用されている。チオラートアニオン類は求核力が強く、チオール基の α 位の
プロトンは強塩基によって容易にカルボアニオンとなり、求電子試薬との反応で各種
の置換チオールに変換される。このように反応性に富み、二重結合や三重結合、水酸
基やその他の官能基を有するさまざまな置換チオールは有機化学の分野において非
常に重要である[1]。また、有機化学のみならず、生体内の分子認識においてもチオー
ル基を有する生体関連物質は重要な役割を担っている。特にシステインのチオール基
とシスチンのジスルフィド結合は生化学の分野で注目されてきた。タンパク質内部に
おいて 2 個のシステイン残基はタンパク質の 3 次元構造で隣接している場合、酸化
反応によりジスルフィド結合を形成する。また、還元反応によってジスルフィド結合
は容易に切断され、可逆的にもとのシステイン残基を形成する。このタンパク質の構
造安定性およびジスルフィド結合が酸化·還元反応を起こしやすいという点を利用し
て酵素の熱安定性を増大させることで触媒としての工業的有用性を高めるために部
位特異的変異を用いて酵素に分子内ジスルフィド結合を導入する試みもなされてい
る。一方で、これまでにもジスルフィド結合を利用した MIP またはそれに類似した
機能性高分子材料の合成法に関する研究結果が報告されている。 
D’Oleo ら (2001) はジスルフィド結合を有する機能性モノマーとして N,N-シス
タミンビス(アクリルアミド) (BAC) を使用した機能性高分子の合成に関する研究結
果について報告している[2]。本報告では架橋剤として N,N-メチレンビスアクリルア
ミドを使用し、機能性モノマーとして N-イソプロピルアクリルアミドと BAC を使
用することでポリマーマトリックス内にジスルフィド結合を有する機能性高分子を
合成することに成功している。また、ジチオスレイトール (DTT) を使用した還元反
応により、ポリマーマトリックス内にチオール基を生成し、過酸化水素/酢酸を使用し
た酸化反応により、チオール基をスルホ基に変換することに成功している。さらに、
本手法により得られたポリマーに対するカルシウムイオンの結合能を評価している。 
Mukawa ら (2002) はジスルフィド結合を有する鋳型分子を使用して MIP を合成
し、さまざまな官能基を有するフェニル化合物に対する結合能を評価している[3]。本
報告では鋳型分子としてアリルフェニルジスルフィドを使用し、架橋剤となるジビニ
ルベンゼンとともに共重合することで MIP を合成している。その後、ジスルフィド
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結合の還元反応により鋳型分子を除去することで、分子認識空間内にチオール基を生
成した後、酸化反応により、当該官能基をスルホ基に変換することに成功している。
合成した MIP をステンレスカラムに充填し、HPLC を使用して異なる官能基を有す
るフェニル化合物の結合能について評価しており、当該ポリマーはフェノールに対す
る結合能が最も高いことを明らかにしている。さらに、分子認識空間内のチオール基
をスルホ基へ変換することで、フェニル化合物に対する結合能が増大する可能性があ
ると報告している。 
しかしながら、前者の報告は重合時に標的分子 (あるいはその構造類似体) となる
鋳型分子を使用していないため、ある特定のイオンのみを認識する高分子材料に関す
る報告であった。また、後者の報告はスルホ基による単点認識であるために非特異的
吸着の影響により、標的分子に対する厳密な分子認識能が妨げられていた。 
本章では、前述したように病気の診断や治療に対して非常に有効とされるドーパミ
ンを選択的に認識可能な機能性高分子材料を合成し、標的分子に対する認識能を向上
させることを目的とした。これまでにも MIP を利用したカテコールアミン類の認識
に関する研究結果は数多く報告されているが[4–16]、その多くがドーパミンの 1 級ア
ミンをアクリル酸やメタクリル酸によって認識するものやカテコール基を p-アミノ
スチレンなどのアミノ基を有する機能性モノマーで認識する単点認識によるもので
あった。そこで、本研究ではドーパミンの認識を行うに際して、カテコール骨格のジ
オール基をボロン酸エステルによって認識する手法に加え、1 級アミンをスルホ基と
の静電的相互作用に利用することで、多点認識可能な機能性高分子材料を合成するこ
とにした。しかしながら、ドーパミンのアミノ基とスルホ基によるスルホン酸アミド
結合を有する鋳型分子では一般に加水分解反応による鋳型分子の除去が難しいとさ
れている。そこで、ジスルフィド結合とボロン酸エステルを有する鋳型分子を新たに
設計·合成し、還元反応および加水分解反応によって鋳型分子を除去すると同時に分
子認識空間内にチオール基を配置することにした。さらに分子認識空間内のチオール
基を酸化反応によってアミノ基との相互作用が強いとされるスルホ基に変換した 
MIP を合成することで、標的分子に対する結合能·選択性を向上させることにした 
(ポストインプリンティング修飾) (Figure 2-1)。 
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Figure 2-1. Preparation of MIP for dopamine and post-imprinting modification. 
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2-2. 実験 
2-2-1. 試薬 
第 2 章で使用した試薬を Table 2-1 に記載した。なお、有機合成に使用したジク
ロロメタン、トルエンおよび重合に使用したクロロホルムは系内に存在する安定剤や
水分を除去するために蒸留した。また、重合時に使用したジビニルベンゼン、スチレ
ンは系内に存在する重合禁止剤を除去するために減圧蒸留した。有機合成および分析
に使用した純水は Milli-Q (Merck Millipore Corp, Germany) にて精製した。 
 
Table 2-1. Reagent list.  
Reagent  Maker Grade 
3,4-dimethoxy styrene Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) technical grade, 
contains 1% HQ 
allyl disulfide Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA)  80 % 
4-vinylphenylboronic acid 
(4-VPBA) 
Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) ― 
phenylboronic acid (PBA) Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA)  97.0 % 
boron tribromide Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
sodium sulfate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
sodium hydroxide (NaOH) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
1 M hydrochloric acid (HCl) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for volumetric analysis 
triethylamine (Et3N) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
divinylbenzene (DVB) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 55 
(mixture of isomers) 
styrene Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
2,2′-azobis(isobutyronitrile) (V-60) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
sodium borohydride Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
silver nitrate (I) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
iron (III) nitrate nonahydrate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
potassium thiocyanate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
hydrogen peroxide Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
acetic acid Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
1 M sulfuric acid Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for volumetric analysis 
sodium chloride Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
thioacetic acid Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan) extra pure reagent 
ethyl acetate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
第 2 章 
 
- 32 - 
 
hexane Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
dichloromethane Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
diethyl ether Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
ethanol Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
toluene Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
chloroform Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
methanol Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
chloroform-d (CDCl3) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 99.8 (+0.05 TMS) 
 
2-2-2. 分析装置 
合成物の同定には 1H NMR (JNM-LA300, JEOL Ltd., Japan) を使用した。また、MIP 
に対する結合能評価には 2 つのポンプ (Gilson model 305 and 306)、オートインジェク
ター (Gilson model 234) と UV/Vis 検出器 (Gilson model 119) を連結した高速液体ク
ロマトグラフィー (HPLC) (Gilson Inc, USA) を使用した。 
 
2-2-3. 鋳型分子の合成 
◇ S-[2-(3,4-ジメトキシフェニル)エチル]チオアセテート (2) の合成 
なす型フラスコに 3,4-ジメトキシスチレン (1) (5.00 g, 30.5 mmol) とチオ酢酸 
(2.62 mL, 36.6 mmol) を量りとり、500 W のハロゲンランプで光照射の下、7 h 室温
で撹拌した[17]。反応液をカラムクロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展
開溶媒: 酢酸エチル/ヘキサン=1:3, v/v) で分離·精製し、真空乾燥させることで白色の
固体として S-[2-(3,4-ジメトキシフェニル)エチル]チオアセテート (2) を得た。(収率: 
84%, 6.14 g) 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 2.34 (3H, s, -CH3), 2.80 (2H, t, -CH2-), 3.11 (2H, t, -CH2-), 
3.86 (3H, s, O-CH3), 3.88 (3H, s, O-CH3) and 6.74–6.81 (3H, m, aromatic protons) 
 
◇ S-[2-(3,4-ジヒドロキシフェニル)エチル]チオアセテート (3) の合成 
二口フラスコに S-[2-(3,4-ジメトキシフェニル)エチル]チオアセテート (2) (6.00 g, 
25.0 mmol) を量りとり、dry ジクロロメタン (80 mL) に溶解し、ドライアイス·アセ
トンバス (-78 °C) にて冷却した。そこへ、滴下ロートにて dry ジクロロメタン (20 
mL) に溶解した三臭化ホウ素 (4.10 mL, 42.4 mmol) を徐々に滴下した[18]。その後、7 h 
還流し、さらに室温で 24 h 撹拌した。反応終了後、純水 (10 mL) を徐々に加えて 10 
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min 程度撹拌した後、有機層を分離し、水層をジエチルエーテル (80 mL) で 4 回抽
出した。有機層を合わせ、硫酸ナトリウムで乾燥させた後、固形物を濾過し、ロータ
リーエバポレーターにて溶媒を留去した。その後、カラムクロマトグラフィー (展開
層: シリカゲル (C-200), 展開溶媒: 酢酸エチル/へキサン=1:2, v/v) で分離·精製した
後、真空乾燥させることで橙色の固体として S-[2-(3,4-ジヒドロキシフェニル)エチル]
チオアセテート (3) を得た。(収率: 86%, 4.56 g) 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 2.33 (3H, s, -CH3), 2.73 (2H, t, -CH2-), 3.06 (2H, t, -CH2-), 
6.19 (2H, broad, 2×-OH) and 6.63–6.81 (3H, m, aromatic protones) 
 
◇ 1,2-ジヒドロキシ-4-(2-メルカプトエチル)ベンゼン (4) の合成 
窒素雰囲気下、S-[2-(3,4-ジヒドロキシフェニル)エチル]チオアセテート (3) (4.24 g, 
20.0 mmol) を 0.2 M NaOH 水溶液/エタノール (1:1, v/v) (80 mL) に溶解し、室温で 5 
h 撹拌した[19]。反応終了後、反応液を 1 M HCl 水溶液で中和し、酢酸エチル (50 mL) 
で 5 回抽出した後、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥させた。固形分を濾過し、ロー
タリーエバポレーターで溶媒を留去した後、カラムクロマトグラフィー (展開層: シ
リカゲル (C-200), 展開溶媒: 酢酸エチル/へキサン=1:2, v/v) で分離·精製した。その後、
真空乾燥させることで白色固体として 1,2-ジヒドロキシ-4-(2-メルカプトエチル)ベン
ゼン (4) を得た。(収率: 92%, 3.11 g) 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 1.41 (1H, t, -SH), 2.72–2.83 (4H, m, -CH2CH2-), 5.83 (2H, 
brord, 2×-OH), 6.61–6.82 (3H, m, aromatic protones) 
 
◇ 4-[2-(アリルジチオ)エチル]カテコール (5) の合成 (ジスルフィド交換反応) 
窒素雰囲気下、二口フラスコに 1,2-ジヒドロキシ-4-(2-メルカプトエチル)ベンゼン 
(4) (3.00 g, 17.6 mmol) とアリルジスルフィド (25.7 g, 176 mmol) を加え、そこへ、Et3N 
(5 mL) を滴下し、60 °C で 8 h 撹拌した[20]。室温まで冷却した後、ヘキサンを徐々
に加え、析出してきた固体を濾過により回収し、カラムクロマトグラフィー (展開層: 
シリカゲル (C-200), 展開溶媒: 酢酸エチル/ヘキサン=1:2, v/v) で分離·精製した。そ
の後、真空乾燥させることで黄色透明な粘稠固体として 4-[2-(アリルジチオ)エチル]
カテコール (5) を得た。(収率: 46%, 1.96 g) 
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1
H
 
NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 2.72–2.94 (4H, m, -CH2CH2-), 3.37 (2H, d, -CH2-), 
5.15–5.25 (2H, m, -CHCH2), 5.56 (2H, brord, 2×-OH), 5.83–5.94 (1H, m, -CHCH2) and 
6.63–6.83 (3H, m, aromatic protons) 
 
◇ 5-[2-(アリルジチオ)エチル]-2-(4-ビニルフェニル)ベンゾ[1,3,2]ジオキサボロール 
(Template1) の合成 
ディーン·スターク装置を使用して、4-VPBA (1.48 g, 10.0 mmol) を dry トルエン 
(80 mL) 中で 3 h 還流した。その後、ロータリーエバポレーターにて溶媒を留去し、
真空乾燥させることで 4-VPBA の無水物を形成させた。さらに、4-VPBA (無水物) 
(351 mg, 0.9 mmol) と 4-[2-(アリルジチオ)エチル]カテコール (5) (654 mg, 2.7 mmol) 
を dry トルエン (80 mL) に溶解し、3 h 還流した。未溶解物を濾過により除去し、
溶媒をロータリーエバポレーターにて留去した。その後、真空乾燥させることで黄色
透明な粘稠固体として  5-[2-(アリルジチオ)エチル]-2-(4-ビニルフェニル)ベンゾ
[1,3,2]ジオキサボロール (Template1) を得た。(収率: 81%, 774 mg) 
1
H
 
NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 2.69–2.91 (4H, m, -CH2CH2-), 3.36 (2H, d, -CH2-), 
5.14–5.28 (2H, m, -CHCH2), 5.35 (1H, d, -CHCH2), 5.83–5.94 (2H, m, -CHCH2 and 
-CHCH2), 6.63–6.83 (4H, m, aromatic protones and -CHCH2), 7.51 (2H, d, aromatic 
protones) and 8.15 (2H, d, aromatic protones) 
 
◇ 5-[2-(アリルジチオ )エチル ]-2-(フェニル )ベンゾ [1,3,2]ジオキサボロール 
(Template2) の合成 
ディーン·スターク装置を使用して、PBA (1.22 g, 10.0 mmol) を dry トルエン (80 
mL) 中で 3 h 還流した。その後、ロータリーエバポレーターにて溶媒を留去し、真
空乾燥させることで PBA の無水物を形成させた。さらに、PBA (無水物) (281 mg, 0.9 
mmol) と 4-[2-(アリルジチオ)エチル]カテコール (5) (654 mg, 2.7 mmol) を dry トル
エン (150 mL) に溶解し、3 h 還流した。未溶解物を濾過により除去し、ロータリー
エバポレーターにて溶媒を留去した。その後、真空乾燥させることで黄色透明な粘稠
固体として 5-[2-(アリルジチオ)エチル]-2-(フェニル)ベンゾ[1,3,2]ジオキサボロール 
(Template2) を得た。 
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1
H
 
NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 2.63–2.89 (4H, m, -CH2CH2-), 3.32 (2H, d, -CH2-), 
5.09–5.26 (2H, m, CHCH2), 5.78–5.94 (1H, m, CHCH2), 6.60–6.78 (3H, m, aromatic 
protones) and 7.30–8.20 (5H, m, aromatic protones) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 2-1. Synthesis of template moleucules with disulfide bond. 
 
2-2-4. ドーパミンを認識する MIP の合成  
ガラスチューブに Template1 (2 mmol)、DVB (50 mmol)、スチレン (10 mmol)、V-60 
(500 mg) を dry クロロホルム (5 mL) に溶解し、5 min 程度窒素置換した。その後、
UV ランプ (XX-15L, UVP, Upland, CA) にて 365 nm の紫外光を照射し、5 °C で 24 
h、さらに、80 °C で 3 h 重合した。得られたポリマーを粒径が数 μm 程度となるよ
うに物理的に粉砕することで MIP (T1) 粒子を得た。また、同様の実験操作にて 
Template1 の代わりに Template2 を加えて重合した MIP (T2) 粒子を得た。さらに、
ジスルフィド結合を切断し、ポリマーマトリックス中から鋳型分子を除去するために 
MIP (T1) 粒子および MIP (T2) 粒子をそれぞれ、水素化ホウ素ナトリウム (757 mg, 
20 mmol) を加えたメタノール (100 mL) に懸濁させ、室温で 12 h 撹拌した[3]。この
操作を 3 回繰り返した後、ボロン酸エステルを加水分解するために 5% HCl 水溶液/
メタノール (1:1, v/v) (100 mL) 中で 12 h 撹拌した。その後、純水/メタノール (1:1, 
v/v) (100 mL) 中で 2 回、メタノール中で 1 回それぞれ数時間撹拌し、真空乾燥させ
ることで鋳型分子を除去した MIP (T1-SH) および MIP (T2-SH) 粒子を得た。また、
MIP の分子認識空間内に存在するチオール基を定量するために MIP (T1-SH) および 
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MIP (T2-SH) 粒子 (200 mg) をそれぞれ、メタノール/10 mM 硝酸銀 (I) 水溶液 (4:1, 
v/v) (20 mL) 中で 3 h 撹拌した。ポリマー粒子を濾過した後、濾液を純水にて 100 mL 
になるように調整した後、硝酸鉄 (III) 九水和物を適量加え、そのうち 10 mL を分
取し、2 mM のチオシアン酸カリウムメタノール溶液で滴定した[21]。 
 
2-2-5. ポストインプリンティング修飾 
分子認識空間内に存在するチオール基を酸化するために MIP (T1-SH) および MIP 
(T2-SH) 粒子をぞれぞれ、過酸化水素水/酢酸 (1:1, v/v) (100 mL) に懸濁させ、12 h 撹
拌した[2,3]。ポリマー粒子を濾過した後、0.1 M 硫酸/メタノール (1:1, v/v) (100 mL) の
溶液で 2 回撹拌し、さらにメタノール (100 mL) で 2 回それぞれ数時間撹拌した。
ポリマー粒子を濾過した後、真空乾燥させることで MIP (T1-SO3H) および MIP 
(T2-SO3H) 粒子を得た。さらに、MIP (T1-SO3H) および MIP (T2-SO3H) 粒子 (200 mg) 
をそれぞれ、1 M NaCl 水溶液 (100 mL) で 3 回処理し、イオン交換による水素イオ
ン濃度からポリマーマトリックス中に存在するスルホ基の総量を定量した。 
 
2-2-6. MIP に対する標的分子の結合能評価 
MIP (T1-SH)、MIP (T2-SH)、MIP (T1-SO3H)、MIP (T2-SO3H) をそれぞれ、クロマト
カラム (150 mm × 4.6 mm I.D.) に充填し、HPLC に接続した。溶離液はアセトニトリ
ル/10 mM リン酸緩衝液 pH 11.0 (1:1, v/v)、アセトニトリル/10 mM グリシン緩衝液 
pH 9.5 (1:1, v/v)、アセトニトリル/10 mM リン酸緩衝液 pH 6.8 (1:1, v/v) とし、流速を 
1 mL/min、検出波長を 254 nm として、各サンプル (ドーパミン、チラミン、カテコ
ール、3,4-ジヒドロキシフェニル酢酸 (DOPAC)、4-ヒドロキシ-3-メトキシフェニル酢
酸 (ホモバニリン酸, HVA)、エピネフリン、ノルエピネフリン) (10 μL) をそれぞれ、
3 回インジェクションし、各検体の保持時間を計測した。また、分子間相互作用の指
標となるリテンションファクター (k') は下記の定義式 (2-1) を使用して求めた。 
0
0
t
tt
k' R

                                                                               (2-1) 
ここで、tR は各サンプルの保持時間、t0 はボイドマーカーとして使用した硝酸カリ
ウムの保持時間である。 
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2-3. 結果と考察 
2-3-1. MIP の合成とポストインプリンティング修飾 
フェニルボロン酸を利用して糖類の水酸基を認識する MIP の合成に関する研究結
果は Wulff らによって報告されており、酸性条件下で環状エステル結合が切断され、
分子認識空間内にフェニルボロン酸基を生成し、アルカリ性条件下で再エステル化す
ることにより、標的分子と強く相互作用することが知られている[22]。また、ジスルフ
ィド結合は還元反応により容易に切断可能なため、ジスルフィド結合を有する鋳型分
子を合成することで分子認識空間内の相補的な位置にチオール基を配置することが
可能である。本研究ではこれらの特性を利用してジスルフィドにて結合したアリル基
とボロン酸環状エステルにて結合したフェニルボロン酸基を有する 2 官能性の鋳型
分子 (Template1) を新たに設計·合成し、MIP の合成へ応用することで、多点認識可
能な機能性高分子材料の合成法を見出した。 
Scheme 2-1 に従って、ジスルフィド結合と環状エステル結合により、重合基を組み
込んだ 2 官能性の鋳型分子 (Template1) を設計·合成し、架橋剤となる DVB、コモ
ノマーとなるスチレンとともに共重合することで MIP (T1) を合成した。また、比較
対象としてジスルフィド結合側にのみ重合基を組み込んだ Template2 を合成し、同
様の手法にて MIP (T2) を合成した。なお、架橋剤には還元剤や酸に対して比較的安
定であり、ベンゼン環との - スタッキングによる相互作用が期待される DVB を
使用し、架橋度を調整するためのコモノマーとしてスチレンを使用した。 
MIP (T1) および MIP (T2) 中に存在するジスルフィド結合は比較的、温和な還元剤 
(水素化ホウ素ナトリウム) を使用することにより、また、ボロン酸による環状エステ
ル結合は酸性条件下で加水分解することにより、いずれも簡便に切断可能であること
から、分子認識空間内にチオール基を有する機能性高分子材料として MIP (T1-SH) お
よび MIP (T2-SH) を合成することに成功した。MIP (T1-SH) および MIP (T2-SH) 中
の分子認識空間内に固定化されたチオール基の含量はいずれも 175 μmol/g であり、
これは MIP に固定化された全ての鋳型分子が還元反応によって除去されたと仮定し
た場合に生成するチオール基の含量の ca. 70% に相当した。さらに、鋳型分子除去
後に分子認識空間内に存在するチオール基を過酸化水素/酢酸および硫酸によって処
理することで、アミン類と強く相互作用するスルホ基に変換し (ポストインプリンテ
ィング修飾)、カテコールアミン骨格を有する化合物を認識するための分子認識空間が
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構築された機能性高分子材料である MIP (T1-SO3H) を合成した。また、同様の実験操
作にて対照サンプルとなる Template2 を使用することで分子認識空間内にフェニル
ボロン酸基を有しない MIP (T2-SO3H) を調整した。ポストインプリンティング修飾後
のポリマーである MIP (T1-SO3H) および MIP (T2-SO3H) 中のスルホ基の含量はそれ
ぞれ 120 μmol/g および 110 μmol/g であり、これは全てのチオール基が酸化されたと
仮定した場合の ca. 70% に相当した。その結果、全てのプロセスを通して、重合時
の鋳型分子量から仮定される官能基の ca. 50% がスルホ基として分子認識空間内に
固定化されたものと考えられる。 
 
2-3-2. MIP に対する標的分子の結合能評価 
MIP (T1-SH)、MIP (T2-SH)、MIP (T1-SO3H)、MIP (T2-SO3H) をそれぞれ、クロマト
カラムに充填し、HPLC を使用して標的分子の結合能を評価した。その結果、pH 9.5 の
緩衝液中において、分子認識空間内にフェニルボロン酸基を有していない MIP 
(T2-SH) および MIP (T2-SO3H) を使用した場合のドーパミンのリテンションファク
ター (k') はそれぞれ 0.03±0.01 および 13.08±0.24 であった。この結果は分子インプ
リンティング後に官能基を変換 (ポストインプリンティング修飾) することで得られ
た分子認識空間内に存在するスルホ基がポジティブチャージのドーパミンのアミノ
基と強く静電的相互作用していることを示唆しており、ポストインプリンティング修
飾が有効に機能していることが判明した。また、pH 9.5 の緩衝液中において、カテコ
ールに比して分子構造内にアミノ基を有するドーパミンおよびチラミンが MIP 
(T2-SO3H) に対して強く相互作用していることが判明した (Figure2-2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-2. pH Dependence of the retention in (a) MIP (T1-SO3H) and (b) MIP (T2-SO3H). 
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フェノール性水酸基およびアミノ基はともに pKa が 10 程度であり、この pH 領
域近傍 (pH 9.5) においてドーパミンは双性イオンとして存在している可能性があり
[23]、この結果は静電的相互作用または疎水性相互作用に基づくものであると推定して
いる。一方で pH 6.8 および pH 11.0 の緩衝液中においては主に静電的相互作用が機
能しているものと推定している。また、分子構造内にアミノ基を有しないカテコール
はいずれの pH においても MIP (T2-SO3H) に対してほぼ結合していないことから、
ポリマーに対する非特異的吸着の影響は少ないものと考えられる。 
さらに、高 pH 領域 (pH 11.0) において分子認識空間内にフェニルボロン酸基を有
する MIP (T1-SO3H) は MIP (T2-SO3H) に比して分子構造内にジオール基を有して
いるドーパミン、カテコールに対して強い結合能を示した。一方で、分子構造内にジ
オール基を有していないチラミンに対する結合能の差は確認されていない。この結果
は塩基性条件下において、分子認識空間内に存在するドーパミンまたはカテコールの
ジオール基とフェニルボロン酸基の間で環状エステルを形成することで強く相互作
用していることを示唆している[24]。これらの結果から、ドーパミンを選択的に認識す
るためにはスルホ基とフェニルボロン酸基のように多点で相互作用する官能基を分
子認識空間内の相補的な位置に配置することが有効であると考えられる。さらに、高 
pH 領域 (pH 11.0) において、ドーパミンの構造類似体を使用して MIP (T1-SO3H) お
よび MIP (T2-SO3H) に対する選択性を評価した (Table 2-3)。 
MIP (T1-SO3H) を使用した系において、分子構造内にジオール基とアミノ基を有す
るドーパミンは高いリテンションファクター (k') を示した一方で、ジオール基を有
しないチラミンやアミノ基を有しないカテコールのリテンションファクター (k') は
ドーパミンのそれよりも低いことが判明した。また、分子構造内にカルボキシ基を有
する DOPAC および HVA の MIP (T1-SO3H) に対する結合能はドーパミンのそれよ
りも低いことが判明した。加えて、これらの化合物を比較すると DOPAC は分子構
造内にジオール基を有するために MIP (T1-SO3H) の分子認識空間内に存在するフェ
ニルボロン酸基と相互作用可能であり、HVA に比して結合能が高いことが判明した。 
さらに、MIP (T1-SO3H) に対して分子構造内に 2 級アミンを有するエピネフリン
は隣接するメチル基の電子供与性の影響により、1 級アミンを有するノルエピネフリ
ンよりも塩基性が高いことが知られている。このため、これらの分子間相互作用が単
純に静電的相互作用によるものであると仮定するとノルエピネフリンに比してエピ
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ネフリンの結合能が高いと考えられる。しかしながら、想定していた結果とは異なり、
MIP (T1-SO3H) に対する結合能はノルエピネフリンの方が高く、MIP (T2-SO3H) に対
する結合能はエピネフリンの方が高いことが判明した。これらの結果は分子認識空間
内の官能基による静電的相互作用の効果のみではなく、分子認識空間のサイズが分子
認識能に影響を及ぼしている可能性を示唆している。 
 
Table 2-3. Relative selectivity* of MIP (T1-SO3H) and MIP (T2-SO3H). 
 
 
 
 
Sample MIP (T1-SO3H) MIP (T2-SO3H) 
Dopamine 1.00 1.00 
Tyramine 0.54 1.02 
Catechol 0.45 0.05 
DOPAC 0.36 0.02 
HVA 0.08 0.00 
Epinephrine 0.05 0.12 
Norepinephrine 0.35 0.05 
*The relative selectivity is expressed as ratios of retention factors of the tested samples to a 
retention factor of dopamine at pH 11.0. 
 
※ 本章の実験結果における一部のデータ (Figure 2-2, Table 2-3) は神戸大学大学院
工学研究科応用化学専攻材料機能化学研究室のご厚意によりご提供いただいた。 
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2-4. 結言 
本章では病気の診断や治療に有効とされるカテコールアミンの一種であるドーパ
ミンを認識可能な機能性高分子材料を合成し、標的分子に対する結合能を評価した。
ドーパミンのカテコール基をフェニルボロン酸基により認識する手法に加え、還元反
応により容易に解裂し、鋳型分子の除去が可能なジスルフィド結合を有する鋳型分子
を新たに設計·合成することで多点認識が可能な MIP の合成法を見出した。さらに、
鋳型分子除去後の分子認識空間内に存在するチオール基をスルホ基に変換するとい
う一連の酸化·還元システムを利用した分子インプリント後の後天的官能基変換法 
(ポストインプリンティング修飾) により、ドーパミンを選択的に認識可能な機能性高
分子材料の合成法を確立した。 
 
本章により得られた知見を要約すると以下のようになる。 
 
1) ドーパミンを選択的に認識する高分子材料を合成するためにジスルフィド結
合とフェニルボロン酸による環状エステル結合を有する鋳型分子 
(Template1, Template2) を新たに設計·合成し、架橋剤とともに共重合した 
MIP (T1) および MIP (T2) を合成した。 
 
2) MIP (T1) および MIP (T2) ポリマー微粒子から鋳型分子を除去するために還
元反応によりジスルフィド結合を切断し、分子認識空間内の相補的な位置に
チオール基を配置し (MIP (-SH))、さらに酸化反応により、分子認識空間内に
スルホ基を生成する (MIP (-SO3H)) ことに成功した。MIP (T1-SH) および 
MIP (T2-SH) の分子認識空間内に存在するチオール基の含量はいずれも 175 
μmol/g であり、これは全てのジスルフィド結合が切断されたと仮定した場合
の ca. 70% に相当した。また、MIP (T1-SO3H) および MIP (T2-SO3H) の分子
認識空間内に存在するスルホ基の含量はそれぞれ 120 μmol/g、110 μmol/g で
あり、これは分子認識空間内に存在する全てのチオール基が酸化されたと仮
定した場合の ca. 70% に相当した。 
 
3) MIP (T1-SO3H) および MIP (T1-SO3H) を使用してドーパミンおよびその構
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造類似体の結合能を評価した結果、ドーパミン、チラミンに対する結合能が
他の構造類似体よりも高いことが判明した。この結果は分子認識空間の相補
的な位置に存在するスルホ基がポジティブチャージのドーパミン、チラミン
のアミノ基と強く静電的相互作用しており、ポストインプリンティング修飾
が有効に機能している可能性を示唆している。 
 
4) 高 pH 領域 (pH 11.0) において、MIP (T1-SO3H) に対するドーパミン、カテ
コールの結合能がチラミンのそれに比して上昇した。一方で、MIP (T2-SO3H) 
を使用した場合には結合能の上昇は認められていない。この結果は高 pH 領
域 (pH 11.0) において MIP (T1-SO3H) の分子認識空間内に存在するフェニ
ルボロン酸基がドーパミンまたはカテコールのジオール基に対して強く相互
作用しており、ドーパミンの選択的認識にはスルホ基とフェニルボロン酸基
などによる多点認識が有効であることが判明した。 
 
5) MIP (T1-SO3H) に対する DOPAC、HVA それぞれの結合能を評価した結果、
分子認識空間内に存在するスルホ基の影響により、ドーパミンの結合能に比
して低いことが判明した。また、両者を比較すると分子構造内にジオール基
を有する DOPAC の結合能は分子認識空間内のフェニルボロン酸基の影響
により、HVA のそれに比して高いことが判明した。 
 
6) MIP (T1-SO3H) に対するエピネフリン、ノルエピネフリンの結合能を評価し
た結果、1 級アミンを有するノルエピネフリンの結合能は、より塩基性の高
い 2 級アミンを有するエピネフリンに比して高いことが判明した。この結果
は MIP (T1-SO3H) の分子認識空間内のスルホ基による静電的相互作用に加
えて、分子認識空間のサイズが標的分子を認識するうえで非常に重要な因子
となっている可能性を示唆している。 
 
本章では共有結合で鋳型分子と機能性モノマーの複合体を形成させ、架橋剤ととも
に共重合することで MIP を合成した。共有結合型の MIP においては鋳型分子·機能
性モノマー複合体の合成や MIP 合成後における鋳型分子の除去が煩雑であるといっ
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た問題点が存在するが、均一な相互作用部位を有する分子認識空間が形成されること
から非常に有効な手法である。本研究では容易に酸化·還元反応を起こすジスルフィ
ド結合を利用した鋳型分子を新たに設計·合成し、架橋剤とともに共重合することで 
MIP へ応用することにした。MIP 中の鋳型分子を除去するためにジスルフィド結合
を還元し、分子認識空間内の相補的な位置にチオール基を配置し、さらに酸化反応に
より、官能基を酸性度の高いスルホ基に変換する (ポストインプリンティング修飾) 
ことでアミン類に対して高い選択性を有する機能性高分子材料の合成法を見出した。
また、カテコールアミンのジオール基をフェニルボロン酸基により認識することで多
点認識能を有する MIP を合成することによりドーパミンを選択的に認識可能な機能
性高分子材料の合成に成功した。 
ジスルフィド結合を有する鋳型分子を利用して MIP を合成し、還元反応を利用し
た鋳型分子の除去、さらに分子認識空間内の相補的な位置に配置された官能基を適切
なものへと変換するという一連の酸化·還元システムの利用は非常に有効であり、分
子インプリント後に後天的に官能基を変換する本手法はポストインプリンティング
修飾として、後にさまざまな応用が可能になっている。1 点目は標的分子に応じて分
子認識空間内の相補的な位置に存在する官能基を適切なものへ変換することが容易
となり、数多くの研究結果が報告されている[25–28]。2 点目は分子インプリント後の官
能基を利用することで分子認識空間近傍に蛍光基を修飾することにより、標的分子の
結合を検知する情報発信型の MIP の合成に関する研究結果も数多く報告されるよう
になった[29–32]。今後も本手法を応用することでナノスケールの分子センサーとしての
応用が可能になるなど多方面への展開が期待できるものと考えている。 
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3-1. 緒言 
近年、光、pH、熱などの外部刺激に応答して分子骨格が変化し、極性、親水性、粘
着性、光学特性などの諸物性が変化する刺激応答性材料の研究·開発が盛んに行われ
ており[1,2]、これらの特性を有する化合物は標的分子の放出制御や記録媒体における 
on/off 制御などへの幅広い分野に応用されている。特に光による刺激応答に関しては
アゾベンゼンやスピロピランなどのフォトクロミック化合物を記録媒体用色素へ応
用するための研究·開発が進んだこともあり、膨大なデータが蓄積されている[3–5]。こ
こで、フォトクロミズムとは光により誘起された色変化と定義されるが、本質は色素
化合物の光異性化反応 (分子構造変化) であり、この性質によって分子占有体積、双
極子モーメントなどの物理的諸性質が変化する現象のことである。フォトクロミック
化合物は光に応答して着色、消色を繰り返す化合物であり、たとえば、物質 A が光 
(hν1) を吸収して準安定状態 B に変化して着色するが、光を遮断して熱的にあるいは
別の波長 (hν2) の光で再び A に戻る。 
 
(3-1) 
 
このような変化が熱で可逆的であるものを特にサーモクロミック化合物と呼び、光
で可逆的なフォトクロミック化合物と区別する。また、最初から着色体が安定である
ものは逆フォトクロミック化合物と呼ばれる。その他に、圧力あるいは電流による刺
激に応答するピエゾクロミズム、エレクトロクロミズムと呼ばれる類似の現象もあり、
広くは記録媒体への材料を提供しうるものである。光応答性化合物として利用が検討
されている主要なフォトクロミック化合物は、その反応のメカニズムによって以下の
ように分類される[3–5] (Figure 3-1)。 
ここで、スピロ化合物とは 2 個の環が原子を 1 個共有し、いかなる橋によっても
連結されていないときの多環系の化合物のことであり、スピロピランとはスピロ縮合 
(結合) を有する有機色素化合物の総称である。その中でもスピロベンゾピランが最も
古くから研究されてきた。このスピロピランが長年にわたり研究されてきた理由とし
てメロシアニン型特有の吸収波長と吸収強度があげられる。スピロベンゾピランは通
常、スピロピラン (SP) 型で存在しており、低濃度領域においてはほぼ無色であるが、
紫外光を照射することで有色のメロシアニン (MC) 型に異性化する。MC 型は可視光
A B
hν1
hν2 or Δ
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照射あるいは暗所で加熱することにより可逆的にもとの SP 型に異性化する (Figure 
3-2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-1. Structural formula and photo-isomerization of representative phtochromic 
compounds. 
 
 
 
 
Figure 3-2. Reversible photo-isomerization of spirobenzopyran from SP form to MC form. 
 
数多く存在するフォトクロミック化合物の中でもスピロピラン誘導体の MC 型は
比較的長波長側に吸収がある事が知られており、置換基や溶媒などの影響により異な
るが、一般には 500–700 nm に極大吸収が確認される。この波長領域は一般的な化合
物の吸収領域と重ならないために波長分離を容易に行うことが可能であり、吸収強度
が強いために MC 型特有の色の変化を視覚的に確認することも可能である。さらに
光異性化にともない、化合物の性質自体も大きく変化することになる。通常、スピロ
ピランでは閉環型 (SP 型) が安定であり、その分子自体は疎水性を示す。しかしなが
ら、光異性化反応により開環型 (MC 型) になると完全にイオン化し、親水性を示す
ことになる。この大きな極性の変化もまた、他のフォトクロミック化合物にはない特
性の一つといえる。 
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 以前から、数多くのスピロピラン誘導体が合成され、有機薄膜への応用や無機材料
への固定化などが検討されてきた。しかしながら、実用化にいたるまでにはいくつか
の問題点が指摘されている。その一つはスピロピランの耐久性の問題である。他のフ
ォトクロミック化合物に比して、光耐性の面で劣っていることは古くから知られてお
り、現在ではアゾ系やシアニン系の色素が広く研究されているのもこのためである。
しかしながら、記録媒体用の色素としての応用可能性を検討するための研究·開発が
進んだこともあり、スピロピランに関する膨大な研究結果が蓄積されている。たとえ
ば、スピロピランの耐久性の問題を解決するためにさまざまな改良がなされた結果、
スピロナフトオキサジンがこれまでのスピロピランに比して、高い繰り返し耐性を示
す事が確認されている (Figure 3-3)。さらに極大吸収波長を長波長側にシフトさせる
ためにベンゾチオピラン系スピロピランの開発も検討された (Figure 3-3)。このスピ
ロピランは通常 500–600 nm に存在する MC 型特有の極大吸収を 700 nm 近傍にま
でシフトさせることに成功している。これはインドリン環に電子吸引性の置換基、ベ
ンゾチオピラン環に電子供与性の置換基を導入することで長波長シフトの効果が大
きくなり、着色体は極大吸収を 700 nm 近傍に有し、その吸収端は 900 nm まで達す
るようになった[3–5]。その結果、現在では有機材料や無機材料への固定化のために重
合可能な官能基が導入され、薄膜形成などにも利用されている。 
 
 
 
 
Figure 3-3. Structural formula of representative spiropyran derivatives. 
 
これまでに MI 法を使用した標的分子を特異的に認識する機能性高分子材料の合
成に関する研究結果は数多く報告されているが、第 3 章ではそのような高分子材料
にさらに放出制御機能を付与した外部刺激応答性の分子認識材料の合成を目的とし
た。ここで、外部刺激としては光、pH、熱などが考えられるが、その中でも光は短時
間で局所的に刺激を与えることができる点で非常に有効である[6–12]。そのため、本章
では光照射により分子の性質が変化するフォトクロミック化合物を MIP への応用す
ることを検討した。数多く存在するフォトクロミック化合物の中でもスピロピランは
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N O
N
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長年にわたり研究されてきた化合物の一つである[13–19]。  
このスピロピランを MIP に応用するにあたり、その有用性は大きく 2 つに分類さ
れる。1 点目は光異性化反応にともない、スピロ環骨格が開環·閉環を起こすことに
より、標的分子と相互作用可能な官能基が分子認識空間内の相補的な位置から変化す
ることである。数多くあるフォトクロミック化合物の中でも光異性化反応により分子
の骨格が劇的に変化する化合物は非常にまれである。MI 法は標的分子と相互作用す
るような官能基を分子認識空間内の適切な位置に配置することにより標的分子に対
する分子認識能を担保しているが、この官能基が相補的な位置から変化することによ
って認識していた標的分子を放出できるものと考えられる。2 点目は光異性化反応に
ともない、分子の極性が劇的に変化することである。通常、スピロピランは閉環型 (SP 
型) が安定であり、その分子自体は疎水性を示す。しかしながら、光異性化反応によ
り開環型 (MC 型) になると、完全にイオン化することで親水性を示すことになる。
この大きな極性の変化もまた、他のフォトクロミック化合物にはない特性の一つであ
る。この劇的な極性変化の影響により、分子認識空間近傍の水素結合が阻害されるこ
とで MIP に結合していた標的分子を放出できるものと考えられる。これまでにもス
ピロピラン誘導体を利用することで標的分子の放出制御機能を有する MIP を合成し
た研究結果が報告されている[11,12]。 
Marx-Tibbon ら (1994) はポリマーマトリックス中にスピロピランモノマーを共重
合させた MIP を合成することで、外部刺激により、標的分子となるアミノ酸の分子
認識能を制御可能な高分子膜に関する研究結果を報告している[11]。本報告では鋳型分
子としてアミノ酸の一種であるトリプトファンを使用し、機能性モノマーとなるアク
リル酸にスピロピランモノマー、アクリルアミド、架橋剤となる EDMA、N,N′-メチ
レンビスアクリルアミドを共重合した MIP 膜を合成している。その後、外部刺激と
して紫外光を照射することにより、トリプトファンを分離することが可能な MIP 膜
の開発に成功している。 
さらに、Renkecz ら (2013) はスピロピランモノマーを使用した MIP を合成し、外
部刺激により標的分子となるテルブチラジンの放出制御に成功している[12]。本報告で
は鋳型分子としてテルブチラジンを使用し、機能性モノマーとなるメタクリル酸との
複合体を形成させ、架橋剤となる EDMA にコモノマーとして光異性化可能なスピロ
ピラン誘導体を共重合することで外部刺激応答性の MIP を合成している。その後、
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外部刺激として紫外光を照射することによりトリアジン骨格を有する標的分子の結
合能の変化を評価しており、紫外光の on/off 制御による標的分子に対する結合能の
繰り返し変化も確認されている。 
しかしながら、いずれの報告においてもスピロピラン骨格の N-末端からメタクリ
ロイル基を生成したスピロピラン誘導体を重合時におけるコモノマーとして使用す
るものであった。MIP は分子認識空間内の相補的な位置に標的分子と相互作用可能な
官能基を固定化することで標的分子に対する分子認識能を担保しているが、高分子主
鎖の光異性化反応のみでは標的分子を十分に放出制御できない可能性が考えられた。
そこで、本章では重合基と相互作用部位を有する 2 官能性のスピロピラン誘導体を
新たに設計·合成し、分子認識空間内の相補的な位置に固定化した MIP を合成するこ
とで外部刺激により、標的分子の結合能を高度に制御可能な分子認識材料の合成を目
的とした (Figure 3-4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure3-4. Spiropyran-based comonomer and functional monomers for MIPs in (a) previous 
study and (b), (c) this study.  
 
すなわち、カルボキシ基とメタクリロイル基を有する 2 官能性のスピロピラン誘
導体を新たに設計·合成し、MIP に応用することで光照射時における標的分子の結合
能を評価することにした (Figure3-5)。ここで、標的分子にはカルボキシ基を有する機
能性モノマーと強く相互作用することが確認されており、トリアジン骨格を有する農
薬の一種であるアトラジンを選定した[20–24]。 
(a) 
(b) (c) 
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さらに、同様のコンセプトにてフェニルボロン酸基とメタクリロイル基を有する 2 
官能性のスピロピラン誘導体を新たに設計·合成し、MIP に応用することで標的分子
の結合能を評価することにした (Figure3-5)。ここで標的分子はフェニルボロン酸基
と相互作用することが確認されており、生体内でも多様な役割を担っている糖類を選
定し[25–27]、その中でもニトロフェニル骨格による UV 吸収が顕著に確認される 4-ニ
トロフェニル α-D-マンノピラノシドをモデルサンプルとして使用した。 
標的分子の取り込み、貯蔵、放出といった一連の放出制御が可能な分子認識材料の
創製は広くは光照射によるコントロールドリリースシステムなどへ応用できるもの
と期待している。 
 
Figure 3-5. Preparation of MIPs bearing (a) atrazine and (b) NPM binding cavities 
incorporated with the spiropyran moiety. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) (a) 
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3-2. 実験 
3-2-1. 試薬 
第 3 章で使用した試薬を Table 3-1 に記載した。なお、有機合成に使用したメチ
ルエチルケトン、トルエン、N,N-ジメチルホルムアミド、アセトニトリル、ジクロロ
メタン、重合に使用したクロロホルム、インキュベーション溶媒として使用したクロ
ロホルム、ヘキサン、アセトニトリルは系内に存在する水分や安定剤を除去するため、
蒸留した。重合に使用した DVB、スチレンは系内に存在する重合禁止剤を除去する
ため、減圧蒸留した。また、EDMA、TRIM はインヒビター·リムーバー (Sigma-Aldrich 
Co. LLC., USA) により、重合禁止剤を除去した。有機合成および分析に使用した純水
は Milli-Q (Merck Millipore Corp, Germany) にて精製した。 
 
Table 3-1. Reagent list. 
Reagent  Maker Grade 
5-nitrosalicylaldehyde  Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA)  97% 
2,3,3-trimethylindolenine  Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) 98% 
bis(neopentyl glycolato)diboron  Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) 96% 
chloromethyl methyl ether (CMME) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) practical grade 
aluminium chloride anhydrous Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
methacrylic acid Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
28% ammonia solution Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
silver nitrate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
4-bromophenylhydrazine 
hydrochloride 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) ― 
3-methyl-2-butanone Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
[1,1′-bis(diphenylphosphino) 
ferrocene]dichloropalladium(II) 
(Pd(dppf)Cl2) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for organic synthesis 
methyl iodide Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
potassium acetate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
triethylamine (Et3N) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
piperidine Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
sodium hydroxide (NaOH) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
acetic acid Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
1 M hydrochloric acid (HCl) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for volumetric analysis 
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sodium chloride Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
sodium sulfate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
styrene Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
divinylbenzene (DVB) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 55  
(mixture of isomers) 
ethylene glycol dimethacrylate 
(EDMA) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
trimethylolpropane trimethacrylate 
(TRIM) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) ― 
2,2′-azobis(2,4-demethylvalero- 
nitrile) (V-65) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
3-iodopropionic acid  Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan)  98% 
4-nitrophenyl α-D-mannopyranoside 
(NPM) 
Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan)  98% 
methylethylketone (MEK) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for organic synthesis 
ethyl acetate Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
hexane Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
benzene Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
methanol Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
ethanol Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
acetone Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
toluene Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade  
dichloromethane Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
chloroform Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
diethyl ether Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
acetonitrile Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
N,N-dimethylformamide (DMF) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
chloroform-d (CDCl3) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 99.8 (+0.05 TMS) 
* Atrazine, cyanazine, asulam, and iprodione were kindly provided from Nissan Chemical Industries, Ltd 
(Tokyo, Japan). 
 
3-2-2. 分析装置 
合成物の同定には 1H NMR (JNM-LA300, JEOL Ltd., Japan)、ESI-MS (API-2000, AB 
Sciex Pte. Ltd., USA) を使用した。また、UV 測定には UV/Vis 分光光度計 (V-560, 
JASCO Corporation, Japan) を使用した。分析物の定量には分離カラムとして 
SPELCOSIL-LC-8DB (150 mm  4.6 mm I.D.) (Sigma-Aldrich, USA) を接続した高速液
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体クロマトグラフィー (HPLC) (Gilson Inc, USA) を使用した。 
 
3-2-3. スピロピラン誘導体の合成と分光学的特性の評価  
◇ 3-クロロメチル-5-ニトロサリチルアルデヒド (b) の合成 
窒素雰囲気下、5-ニトロサリチルアルデヒド (a) (5.0 g, 29.3 mmol) を dry CMME 
(50 mL, 520 mmol) に懸濁させ、氷浴で 0 °C に冷却した。そこへ、無水塩化アルミニ
ウム (20.0 g, 150 mmol) を徐々に加え、反応液を 10 °C 以下で 1 h、室温で 1 h、さ
らに 65 °C で 2 h 撹拌した[28-30]。反応液を室温まで放冷し、150 g 程度の氷を徐々
に加えることで析出してきた固体を大量の水で洗浄した。その後、真空乾燥させるこ
とで黄白色の固体として 3-クロロメチル-5-ニトロサリチルアルデヒド (b) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 4.72 (2H, s, -CH2Cl), 8.55–8.58 (2H, m, aromatic protons), 
10.02 (1H, s, -CHO), 12.07 (1H, s, -OH) 
 
◇ メタクリル酸銀 (d) の合成 
丸型フラスコにメタクリル酸 (c) (20 mL) を加え 28% アンモニア水 (14 mL) を
徐々に滴下した。さらに、純水 (80 mL) に溶解した硝酸銀 (40 g) を加え、室温で一
晩撹拌した。析出してきた固体を大量の純水で洗浄し、熱水から再結晶させた後、真
空乾燥させることでメタクリル酸銀 (d) を得た。 
 
◇ 3-メタクリロキシメチル-5-ニトロサリチルアルデヒド (e) の合成 
窒素雰囲気下、3-クロロメチル-5-ニトロサリチルアルデヒド (b) (4.5 g, 20.9 mmol)、
メタクリル酸銀 (d) (4.1 g, 21.2 mmol) を dryトルエン (120 mL) 中で 2 h 環流した
[28–30]。析出してきた固体をセライトで濾過した後、ロータリーエバポレーターで溶媒
を留去した。その後、カラムクロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展開
溶媒: クロロホルム) で分離·精製し、真空乾燥させることで黄白色の固体として 3-
メタクリロキシメチル-5-ニトロサリチルアルデヒド (e) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 1.99 (3H, s, -CH3), 5.32 (2H, s, -CH2-), 5.65 and 6.20 (1H, 
each, d, methacryloylCH2), 8.47–8.52 (2H, m, aromatic protons), 10.00 (1H, s, -CHO), 
11.93 (1H, s, -OH) 
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◇ 1-(2-カルボキシエチル)-2,3,3-トリメチル-3H-インドリウム塩 (2) の合成 
窒素雰囲気下、二口フラスコに 2,3,3-トリメチルインドレニン (1) (3.2 mL, 20 
mmol) と 3-ヨードプロピオン酸 (4.0 g, 20 mmol) を加え、dry MEK (40 mL) に溶解し
た[31–38]。80 °C で一晩反応させた後、ロータリーエバポレーターで溶媒を留去し、析
出してきた塩をベンゼンで洗浄した。得られた固体をベンゼン/エタノールから再結晶
した後、真空乾燥させることで 1-(2-カルボキシエチル)-2,3,3-トリメチル-3H-インド
リウム塩 (2) を得た。 
 
◇ 3-(3′,3′-ジメチル-8-メタクリロキシメチル-6-ニトロスピロ[クロメン-2,2′-インドー
ル]-1′-イル)プロピオン酸 (FM1) の合成と分光学的特性の評価 
二口フラスコに 1-(2-カルボキシエチル)-2,3,3-トリメチル-3H-インドリウム塩 (2) 
(2.88 g, 8 mmol) を加え、窒素置換した。そこへ、dry MEK (20 mL)、ピぺリジン (800 
μL, 8 mmol) を加えた後、5 min 程度環流することで脱ヨウ素化した。その後、dry MEK 
(20 mL) に溶解した 3-メタクリロキシメチル-5-ニトロサリチルアルデヒド (e) (2.12 
g, 8 mmol) をシリンジにて加えた[31–38]。一晩 80 °C で環流した後、ロータリーエバ
ポレーターで溶媒を留去し、酢酸エチルを加えて純水で 3 回、その後、飽和食塩水
で洗浄し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥させた。濾過にて固形分を除去した後、ロ
ータリーエバポレーターで溶媒を留去し、粗生成物をカラムクロマトグラフィー (展
開層: シリカゲル (C-200), 展開溶媒: 酢酸エチル/ヘキサン/酢酸=250:250:3, v/v/v) で
分離·精製した後、真空乾燥させることで紫色の固体として 3-(3′,3′-ジメチル-8-メタク
リロキシメチル-6-ニトロスピロ[クロメン-2,2′-インドール]-1′-イル)プロピオン酸 
(FM1) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 1.24 (6H, s, -(CH3)2), 1.88 (3H, s, methacryloyl-CH3), 
2.58–2.71 (2H, m, -CH2-carboxy), 3.43–3.64 (2H, m, N-CH2-), 4.91–5.02 (2H, m, φ-CH2-O), 
5.57 and 6.05 (1H, s, each, methacryloylCH2), 5.85 (1H, d, -CH), 6.55 (1H, d, CH-), 
6.86–7.22 (4H, m, aromatic protons), 8.05 and 8.06 (1H, s, each, NO2-aromatic protons) 
ESI-MS: m/z (negative) Calcd. for C26H26N2O7: 477.5 [M-H]
-
, Found: 476.9. 
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Scheme 3-1. Synthesis of the designed spiropyran-based functional monomer (FM1). 
 
さらに、合成した FM1 をメタノールに溶解し、その溶液 (3 mL) を UV セル 
(101040 mm) に移液した。そこへ、蛍光分光光度計 (F-2500, Hitachi, Ltd. Japan) に
て 332 nm の紫外光を照射しながら、0, 10, 20, 30 min ごとに UV/Vis 分光光度計 
(V-560, JASCO Corporation, Japan) を使用して FM1 の UV スペクトルを測定した。
さらに、FM1 をクロロホルム/ヘキサン (4:1, v/v) 溶媒に溶解し、その溶液 (3 mL) を 
UV セル (101040 mm) に移液した。そこへ、熱線吸収フィルター (HAF-50S-50H, 
Sigmakoki Co., Ltd, Japan) および紫外透過可視吸収フィルター  (UTAF-50S-33U, 
Sigmakoki Co., Ltd, Japan) (230–430 nm の紫外光を透過) を取り付けた超高圧水銀ラン
プ (USH-500SC, Ushio Inc. Japan) にて紫外光を照射しながら、0, 10, 20, 30 min ごとに、
UV/Vis 分光光度計 (V-560, JASCO Corporation, Japan) にて FM1 の UV スペクトル
を測定した。 
 
◇ 5-ブロモ-2,3,3-トリメチルインドレニン (4) の合成 (フィッシャーインドール合
成) 
窒素雰囲気下、二口フラスコに 4-ブロモフェニルヒドラジン塩酸塩 (3) (6.0 g, 26.7 
mmol) を量りとり、酢酸 (150 mL) に溶解した。そこへ、3-メチル-2-ブタノン (8.58 mL, 
80.4 mmol) を徐々に加え、80 °C で一晩撹拌した[31–38]。ロータリーエバポレーターで
OH
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溶媒を留去し、純水を加え、1 M NaOH 水溶液により中和した後、溶液を酢酸エチル
により 3 回抽出した。有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させた後、濾過にて固形分を
除去し、ロータリーエバポレーターで溶媒を留去した。粗生成物はカラムクロマトグ
ラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展開溶媒: 酢酸エチル/ヘキサン=1:2, v/v) に
より分離·精製し、真空乾燥させることで橙色の固体として 5-ブロモ-2,3,3-トリメチ
ルインドレニン (4) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300MHz): δ 1.30 (6H, s, -(CH3)2), 2.24 (3H, s, -CH3), 7.35–7.44 (3H, m, 
aromatic protons) 
 
◇ 5-(5,5-ジメチル-1,3,2-ジオキサボラン)-2,3,3-トリメチルインドレニン (5) の合成 
窒素雰囲気下、二口フラスコに 5-ブロモ-2,3,3-トリメチルインドレニン (4) (5.00 g, 
21.0 mmol)、ビス(ネオペンチルグリコレート)ジボロン (5.02 g, 22.2 mmol)、Pd(dppf)Cl2 
(425 mg, 0.58 mmol) および酢酸カリウム (3.20 g, 32.7 mmol) を加え、dry DMF (100 
mL) に溶解した。80 °C で 18 h 反応させた後、ベンゼン (100 mL) を加え、溶液を
セライトで濾過した。さらにベンゼン (300 mL) を加え、純水で 3 回、その後、飽
和食塩水で洗浄した。有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させ、濾過にて固形分を除去し
た後、ロータリーエバポレーターで溶媒を留去した。粗生成物はカラムクロマトグラ
フィー (展開層: シリカゲル (C-200), 酢酸エチル/ヘキサン=1:1, v/v) で分離·精製し
た。その後、真空乾燥させることで赤橙色の粘稠固体として 5-(5,5-ジメチル-1,3,2-ジ
オキサボラン)-2,3,3-トリメチルインドレニン (5) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 1.03 (6H, s, -(CH3)2), 1.31 (6H, s, -(CH3)2), 2.29 (3H, s, 
-CH3), 3.78 (4H, s, -(CH2)2), 7.51–7.78 (3H, m, aromatic protons) 
 
◇ 5-(5,5-ジメチル-1,3,2-ジオキサボラン)-1,3,3-トリメチル-2-メチレンインドリン (6) 
の合成 
窒素雰囲気下、二口フラスコに 5-(5,5-ジメチル-1,3,2-ジオキサボラン)-2,3,3-トリメ
チルインドレニン (5) (4.0 g, 14.8 mmol) を量りとり、dry アセトニトリル (100 mL) 
に溶解した。そこへ、ヨウ化メチル (27.7 mL, 443 mmol) を加え、遮光しながら 60 °C 
で 5 h 撹拌した後、ヨウ化メチル (9.2 mL, 148 mmol) を追加し、60 °C で一晩撹拌し
た。溶媒を留去した後、純水を加え、1 M NaOH 水溶液を使用して水相を弱アルカリ
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性にした後、酢酸エチルで 5 回抽出した。有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させ、濾
過にて固形分を除去した後、溶媒をロータリーエバポレーターで留去した。粗生成物
をカラムクロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200 charged by 1% Et3N), 展開
溶媒: 酢酸エチル/ヘキサン=1:2, v/v) で分離·精製した後、真空乾燥させることで固体
として 5-(5,5-ジメチル-1,3,2-ジオキサボラン)-1,3,3-トリメチル-2-メチレンインドリ
ン (6) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 1.06 (6H, s, -(CH3)2), 1.34 (6H, s, -(CH3)2), 3.05 (3H, s, 
N-CH3), 3.75 (4H, s, -(CH2)2), 3.87 (2H, s, CH2), 6.53–7.64 (3H, m, aromatic protons) 
 
◇ スピロピラン誘導体 (7) の合成と分光学的特性の評価 
窒素雰囲気下、二口フラスコに 5-(5,5-ジメチル-1,3,2-ジオキサボラン)-1,3,3-トリメ
チル-2-メチレンインドリン (6) (572 mg, 2 mmol) と 3-メタクリロキシメチル-5-ニト
ロサリチルアルデヒド (e) (532 mg, 2 mmol) を量りとり、dry MEK (10 mL) に溶解し
た[31–38]。反応液を 80 °C で一晩撹拌した後、ロータリーエバポレーターで溶媒を留
去することで赤紫色の粘稠固体を得た。その後、酢酸エチルを加えて純水で 3 回洗
浄し、さらに飽和食塩水にて洗浄した。有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させた後、濾
過にて固形分を除去し、溶媒をロータリーエバポレーターで留去した。粗生成物をカ
ラムクロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展開溶媒: ジクロロメタン 
~ ジクロロメタン (1%Et3N) ~ 酢酸エチルで精製した後、酢酸エチル/ヘキサンから再
結晶し、真空乾燥させることで紫色の固体としてスピロピラン誘導体 (7) を得た。 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 1.10 (6H, s, -(CH3)2), 1.27 (6H, s, -(CH3)2), 1.91 (3H, s, 
methacryloyl-CH3), 2.71 (3H, s, N-CH3), 2.80 (4H, s, -(CH2)2), 5.01 (2H, s, φ-CH2-O), 5.59 
and 6.05 (1H, s, each, methacryloylCH2), 5.86 (1H, d, -CH), 6.40 (1H, d, CH-), 6.87–7.48 
(3H, m, aromatic protons), 8.00 and 8.10 (1H, s, each, NO2-aromatic protons) 
 
さらに、(7) を酢酸エチルまたはクロロホルムに溶解し、それぞれの溶液 (3 mL) を 
UV セル (101040 mm) に移液した。蛍光分光光度計 (F-2500, Hitachi, Ltd. Japan) に
て 332 nm の紫外光を照射しながら、0, 10, 20, 30 min 毎に UV/Vis 分光光度計 
(V-560, JASCO Corporation, Japan) を使用して (7) の UV スペクトルを測定した。 
 
第 3 章 
 
- 63 - 
 
◇ スピロピラン誘導体 (FM2) の合成 
(7) を 0.2 M HCl 水溶液 (2 mL) を含むアセトン (60 mL) に溶解し、室温で 24 h 
撹拌した。その後、ジクロロメタンを加えて純水で 3 回洗浄し、さらに飽和食塩水
で洗浄した。有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させた後、濾過にて固形分を除去し、溶
媒をロータリーエバポレーターにて留去した。少量のヘキサンおよびジエチルエーテ
ルで洗浄した後、粗生成物をクロロホルム/ヘキサンから再沈殿させ、真空乾燥させる
ことで赤紫色の固体としてスピロピラン誘導体 (FM2) を得た。 
ESI-MS: m/z (positive) Calcd. for C24H25BN2O7: 465.3 [M+H]
+
, 487.3 [M+Na]
+
, Found: 
465.0, 487.0 respectively. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 3-2. Synthesis of the designed spiropyran-based functional monomer (FM2). 
 
3-2-4. 
1
H NMR によるスピロピラン誘導体と標的分子の相互作用評価  
3 mM のアトラジン重クロロホルム溶液 (0.6 mL) を調整し、そこへ、FM1 を 0, 3, 
6, 12 mM となるように加え、ボルテックスミキサー  (Vortex-Genie 2, Scientific 
Industries, Inc., USA) を使用して撹拌した。その溶液を NMR チューブに移液し、
45 °C において 1H NMR を測定することで FM1 とアトラジンの分子間相互作用に
基づくアミノプロトンのケミカルシフトを測定し、カーブフィッティングソフトウェ
ア (Origin Pro 7.5J) により、結合定数 (Ka) を推算した。 
 ここで、アトラジンに由来するイソプロピル側のアミノプロトンと FM1 のカルボ
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キシ基が 1:1 で相互作用すると仮定すると、結合定数 (Ka) は一般に下記のモデル式
で近似できる[39]。 
 
(3-2) 
 
ここで Δδ はアトラジンにおけるアミノプロトンのケミカルシフト (δ) の変化量
であり、δ∞ は複合体形成反応終結時の δ (漸近値)、δ0 は初期の δ を表す。H は滴下
した FM1 の濃度とし、G はフィッティングパラメータである。 
 
3-2-5. アトラジンを認識する MIP の合成と分光学的特性の評価 
◇ カルボキシ基を有するスピロピラン誘導体を分子認識空間内に固定化した MIP 
の合成 
窒素雰囲気下、アトラジン (5.4 mg, 25 μmol)、FM1 (47.9 mg, 100 μmol)、EDMA (94 
μL, 500 μmol)、V-65 (2.5 mg, 10 μmol) を dry クロロホルム (200 μL) に溶解した。そ
の後、60 °C で 18 h さらに 80 °C で 3 h 重合し、得られたポリマーを真空乾燥した
後、粒径が数 μm 程度となるように物理的に粉砕した。得られたポリマー粒子をメ
タノール (10 mL) で 3 回、その後、クロロホルム (10 mL) 中で撹拌することでポリ
マーマトリックス内から鋳型分子であるアトラジンを抽出した。ポリマー溶液を濾過
した後、真空乾燥させることで MIPEDMA を得た。また、Table 3-2 に従って同様の実
験操作を実施することで MIPTRIM、MIPDVB、MIPDVB/Styrene を合成した。それぞれのア
トラジン抽出溶液を HPLC (溶離液: メタノール/純水=60:40, v/v, 流速: 1 mL/min, 分
離カラム: SPELCOSIL-LC-8DB (150 mm  4.6 mm I.D.) (Sigma-Aldrich, USA), 検出波
長: 263 nm) にて定量することでポリマーマトリックス内からのアトラジンの抽出率
を求めた。 
また、架橋剤として EDMA を使用してスケールアップした条件で MIPEDMA およ
び NIPEDMA を合成した。アトラジン (43 mg, 0.2 mmol)、FM1 (383 mg, 0.8 mmol)、
EDMA (1060 μL, 5.6 mmol)、V-65 (25 mg, 0.1 mmol) をクロロホルム (1200 μL) に溶解
し、窒素雰囲気下、45 °C で 18 h さらに 80 °C で 3 h 重合した。得られたポリマー
を真空乾燥させた後、粒径が数 μm 程度となるように物理的に粉砕し、ポリマー粒
子から鋳型分子を除去するためにメタノールにて 18 h ソックスレー抽出を実施した。
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その後、インキュベーション溶媒となるクロロホルム/ヘキサン (4:1, v/v) で 2 回 
(それぞれ 18 h, 5 h) 撹拌した。抽出溶液を回収した後、前述した分析手法により 
MIPEDMA からのアトラジン抽出率を求めた。また、同様の実験条件にて鋳型分子とな
るアトラジンを加えていない NIPEDMA を対照サンプルとして合成した。 
 
Table 3-2. Preparation recipes of MIPs using various cross-linkers. 
 MIPEDMA MIPTRIM MIPDVB MIP DVB/Styrene 
Atrazine 5.4 mg (25 μmol) 
FM1 47.9 mg (100 μmol) 
EDMA 94 μL (500 μmol) ― ― ― 
TRIM ― 160 μL (500 μmol) ― ― 
DVB ― ― 72 μL (500 μmol) 57 μL (400 μmol) 
Styrene ― ― ― 12 μL (100 μmol) 
V-65 2.5 mg (10 μmol) 
Chloroform 200 μL 
 
◇ スピロピラン誘導体を分子認識空間内に固定化した MIPEDMA の分光学的特性評
価 
MIPEDMA をクロロホルム/ヘキサン (4:1, v/v) 溶液に懸濁させ、その溶液 (3 mL) を 
UV セル  (101040 mm) に移液した。紫外光照射には熱線吸収フィルター 
(HAF-50S-50H, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) および紫外透過可視吸収フィルター 
(UTAF-50S-33U, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) (230–430 nm の紫外光を透過) を取り付け
た超高圧水銀ランプ (USH-500SC, Ushio Inc. Japan) を使用し、可視光照射には熱線吸
収フィルター (HAF-50S-50H, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) およびシャープカットフィル
ター (SCF-50S-42L, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) (420–780 nm の可視光を透過) を取り
付けた超高圧水銀ランプ (USH-500SC, Ushio Inc. Japan) を使用した。それぞれ 10 min 
光照射した後、積分球 (ISV-469, JASCO Corporation, Japan) を取り付けた UV/Vis 分
光光度計 (V-560, JASCO Corporation, Japan) を使用することで FM1 を分子認識空間
内に固定化した MIPEDMA の UV スペクトルを測定した。  
 
3-2-6. アトラジンを認識する MIP の結合能評価 
◇ MIP 合成における最適な架橋剤の検討 a) 
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MIPEDMA (3 mg) と 100 μM アトラジン溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) (3 
mL) をバイアル瓶に加え、遮光条件下、25 °C で 20 h インキュベートした。0.2 μm の
シリンジフィルター (DISMIC-13HP020AN, Advantec Japan, Co., Ltd., Japan) を使用し
てポリマー粒子を濾過し、濾液から 1 mL の溶液を抽出した後、真空乾燥させた。溶
液残渣をメタノール (1 mL) に再溶解し、HPLC (溶離液: メタノール/純水=60:40, v/v、
流速 : 1 mL/min、分離カラム : SPELCOSIL-LC-8DB (150 mm  4.6 mm I.D.) 
(Sigma-Aldrich Co. LLC., USA)、検出波長: 263 nm) を使用することで MIPEDMA に対す
る未結合のアトラジンを定量した。また、MIPEDMA を加えていないアトラジン溶液 
(クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) のみで同様の実験操作を実施し、これを対照の検量
線として MIPEDMA に対するアトラジンの結合量を求めた。さらに、同様の実験操作
にて MIPTRIM、MIPDVB、MIPDVB/Styrene に対するアトラジンの結合量を求めた。 
 
◇ MIPEDMA に対するアトラジンの吸着等温線およびスキャッチャード解析
b)
 
MIPEDMA (10 mg) と異なる濃度のアトラジン溶液 (25, 50, 100, 200, 400, 500, 800, 
1000, 1600, 2000 μM) (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) (3 mL) をバイアル瓶に加え、
遮光条件下、25 °C で 20 h インキュベートした。その後、上述した実験操作により 
MIPEDMA に対するアトラジンの結合量を求め、スキャッチャード解析により、解離定
数 (Kd) を推定した。 
 
◇ 種々の農薬を使用した選択性の評価 b) 
MIPEDMA (10 mg) と 200 μM のアトラジン溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) 
(3 mL) をバイアル瓶に加え、遮光条件下、25 °C で 20 h インキュベートした。その
後、上述した実験操作により MIPEDMA に対するアトラジンの結合量を求めた。さら
に、同様の実験操作にて MIPEDMA に対する各種農薬 (シアナジン、アシュラム、イ
プロジオン) の結合量を求めることで選択性の評価を実施した。 
 
◇ 紫外光照射による放出制御機能の評価 b) 
MIPEDMA (10 mg) と 200 μM のアトラジン溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) 
(3 mL) をバイアル瓶に加え、遮光条件下、25 °C で 20 h インキュベートした。その
後、熱線吸収フィルター (HAF-50S-50H, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) および紫外透過可
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視吸収フィルター (UTAF-50S-33U, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) を取り付けた超高圧水
銀ランプ (USH-500SC, Ushio Inc., Japan) を使用して 230–430 nm の紫外光を照射し、
25 °C で 20 h インキュベートした。その後、上述した実験操作により MIPEDMA に
対するアトラジンの結合量を求めることで紫外光照射による標的分子の放出制御機
能について評価した。さらに、同様の実験操作を実施することで NIPEDMA に対する
アトラジンの結合量を求めた。 
 
※ a) は架橋剤検討用の条件にて重合した MIPEDMA を使用し、b) はスケールアップ
した条件にて重合した MIPEDMA を使用して結合実験を実施した。 
 
3-2-7. 4-ニトロフェニル α-D-マンノピラノシドを認識する MIP の合成と評価 
◇ フェニルボロン酸基を有するスピロピラン誘導体を分子認識空間内に固定化した  
MIP の合成 
FM2 (46.4 mg, 0.1 mmol) と NPM (15.1 mg, 0.05 mmol) を dry ジクロロメタン 
(150 mL) に懸濁させ、水分除去のためにモレキュラーシーブを充填したソックスレ
ー抽出器を使用して 3.5 h 還流することにより FM2 のフェニルボロン酸基と NPM 
の水酸基による環状エステルを形成させ、ロータリーエバポレーターにより溶媒を留
去した。その後、真空乾燥させることで FM2 と NPM の複合体を得た。 
窒素雰囲気下、FM2 と NPM のエステル複合体、DVB (284 μL, 2 mmol)、V-65 (10.0 
mg) を dry クロロホルムに溶解し、45 °C で 20 h、さらに 80 °C で 3 h 重合した。
得られたポリマーを真空乾燥させた後、粒径が数 μm 程度となるように物理的に粉
砕した。さらに、ポリマー粒子を 5% HCl 水溶液/アセトン (1:1, v/v) 溶媒 (20 mL) に
懸濁させ、室温で一晩撹拌した。その後、純水/メタノール (1:1, v/v) 溶媒で数時間撹
拌し、アセトニトリル溶媒を使用して 8 h ソックスレー抽出を実施した後、真空乾燥
させることで MIPFM2 を得た。 
さらに、MIPFM2 をメタノールに懸濁させ、その溶液 (3 mL) を UV セル (101040 
mm) に移液した。さらに、熱線吸収フィルター (HAF-50S-50H, Sigmakoki Co., Ltd, 
Japan) および紫外透過可視吸収フィルター  (UTAF-50S-33U, Sigmakoki Co., Ltd, 
Japan) を取り付けた超高圧水銀ランプ (USH-500SC, Ushio Inc. Japan) にて 230–430 
nm の紫外光を照射した。その後、積分球 (ISV-469, JASCO Corporation, Japan) を取り
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付けた UV/Vis 分光光度計 (V-560, JASCO Corporation, Japan) を使用して FM2 を分
子認識空間内に固定化した MIPFM2 の UV スペクトルを測定した。 
 
◇ MIP に対する NPM の結合能評価 
MIPFM2 (3 mg) と 50 μM NPM アセトニトリル溶液 (3 mL) をバイアル瓶に加え、
遮光条件下、25 °C で 20 h インキュベートした。一方、同様の実験操作により溶液
を調整し、熱線吸収フィルター (HAF-50S-50H, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) および紫外
透過可視吸収フィルター (UTAF-50S-33U, Sigmakoki Co., Ltd, Japan) を取り付けた超
高圧水銀ランプ (USH-500SC, Ushio Inc. Japan) にて 230–430 nm の紫外光を照射し、
25 °C で  20 h インキュベートした。0.2 μm のシリンジフィルター  (DISMIC- 
13HP020AN, Advantec Japan, Co., Ltd., Japan) を使用して各インキュベーション溶液を
濾過し、HPLC (溶離液: アセトニトリル/純水=60:40, v/v、流速: 1 mL/min、分離カラ
ム: SPELCOSIL-LC-8DB (150 mm  4.6 mm I.D.) (Sigma-Aldrich, USA)、検出波長: 293 
nm) を使用することにより MIPFM2 に対する未結合の NPM を定量した。また、
MIPFM2 を加えていない溶液のみで同様の実験操作を実施し、これを対照の検量線と
して使用することで MIPFM2 に対する NPM の結合量を求めた。 
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3-3. 結果と考察 
3-3-1. スピロピラン誘導体の合成と分光学的特性の評価 
カルボキシ基とメタクリロイル基を有する FM1 は前述した条件により合成し、1H 
NMR と ESI-MS にて同定した (Scheme 3-1)。また、FM1 の分光学的特性を評価し
た結果、高極性溶媒であるメタノール中においては蛍光分光光度計を使用し 332 nm 
の紫外光を照射することで FM1 の 550 nm 近傍の吸収が徐々に増加し、SP 型から 
MC 型への光異性化が確認され、20 min 程度で飽和することが判明した (Figure 3-6)。
しかしながら、同様の条件にて低極性溶媒であるクロロホルム/ヘキサン (4:1, v/v) 溶
媒中では SP 型から MC 型への明確な光異性化は確認されなかった。そこで、超高
圧水銀ランプを使用して紫外光を照射した結果、低極性溶媒であるクロロホルム/ヘキ
サン (4:1, v/v) 溶媒中においても FM1 の 580 nm 近傍の吸収が増加し、SP 型から 
MC 型への光異性化が確認され、10 min 程度で速やかに飽和することが判明した 
(Figure 3-6)。これらの結果は FM1 の光異性化には溶媒の極性が大きく関与しており、
高極性溶媒を使用することで MC 型のイオン対がより安定化されることを示唆して
いる[12]。また、いずれの溶媒中においても、自然光により、20 min 程度の時間で MC 
型から初期の SP 型へ可逆的に異性化することも確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-6. Photo-responsive properties of FM1 by UV light irradiation in (a) methanol (light 
source: Fluorescence spectrophotometer, 332 nm) and (b) chloroform/hexane (4:1, v/v) (light 
source: extra-high pressure mercury lamp).  
 
(7) の分光学的特性を評価した結果、蛍光分光光度計にて 332 nm の紫外光を照射
することにより、酢酸エチル、クロロホルムいずれの溶媒中においても (7) の 580 nm 
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近傍の吸収が増大し、SP 型から MC 型への光異性化が確認された (Figure 3-7)。こ
の光異性化は 30 min 程度で飽和し、酢酸エチル中における (7) の光異性化効率はク
ロロホルム中における異性化効率よりも高いことが判明した。これは前述したとおり、
(7) の MC 型が高極性溶媒中でより安定化するためであると考えられる。また、いず
れの溶媒中においても自然光の下、20 min 程度で MC 型から SP 型へ可逆的に光異
性化が進行することも確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-7. Photo-responsive properties of (7) by UV light irradiation in (a) ethyl acetate and 
(b) chloroform (light source: Fluorescence spectrophotometer (332 nm)). 
 
また、(7) におけるネオペンチルグリコール基を脱保護することにより、フェニル
ボロン酸基とメタクリロイル基を有する  FM2 を合成し、ESI-MS にて同定した 
(Scheme 3-2)。さらに、エステル複合体を形成させるために FM2 と NPM を dry ジ
クロロメタン中に懸濁させた。数時間、脱水反応を実施した結果、固形分がほぼ全て
溶解した。この結果は、NPM 単独では極性の高い水酸基の影響のためにジクロロメ
タンなどの低極性溶媒には不溶であるが、FM2 のフェニルボロン酸基とエステル複
合体を形成したことで化合物の極性が下がり、低極性溶媒への溶解性が増加したこと
を示唆している。 
 
3-3-2. 
1
H NMR によるスピロピラン誘導体と標的分子の相互作用評価 
アトラジンと FM1 の分子間相互作用を 1H NMR にて評価した結果、アトラジン
のイソプロピル基側のアミノプロトンが低磁場側 (5.08 ppm から 5.66 ppm) にシフ
トしており、ca. 2 eq で飽和することが判明した。この結果は 45 °C のクロロホルム
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溶媒中においても、アトラジンのアミノ基と FM1 のカルボキシ基が相互作用してい
ることを示唆している (Figure 3-8)。アトラジンのイソプロピル基上のアミノプロト
ンと FM1 のカルボキシ基が 1:1 で相互作用すると仮定し、カーブフィッティング
ソフトウェア (Origin Pro 7.5J) にて解析するとそれらの結合定数 (Ka) は 1.410
3
 M
-1 
であり、R2 の値は 0.99 と上記モデル式によくフィットした。これらの結果から、FM1  
はアトラジンの MIP を合成する際において、複合体形成のための機能性モノマーと
して有効であることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-8. Chemical shift of the N-isopropyl amino proton on atrazine (3 mM) in CDCl3 by 
titrating FM1. 
 
3-3-3. アトラジンを認識する MIP の評価 
◇ アトラジンを認識する MIP の分光学的特性の評価 
FM1 を分子認識空間内に固定化した MIPEDMA の分光学的特性を評価した結果、
MIPEDMA における分子認識空間内に存在するスピロピラン由来の 580 nm 近傍の吸
収が増大し、インキュベーション溶媒となるクロロホルム/ヘキサン (4:1, v/v) 溶媒中
においても SP 型から MC 型への光異性化が 10 min 以内で速やかに進行すること
が判明した。さらに、可視光を 10 min 照射することにより、580 nm 近傍の MC 型
の吸収が減少し、可逆的に初期の SP 型へ光異性化することも確認した (Figure 3-9)。
このため、低極性溶媒中においても 超高圧水銀ランプにて紫外光を照射することに
より、MIPEDMA の分子認識空間内に固定化されたスピロピラン部位が可逆的に光異性
化することが判明した。 
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Figure 3-9. UV-Vis spectra of MIPEDMA under the UV light irradiation for 10 min and the 
following visible light irradiation for 10 min in chloroform/hexane (4:1, v/v). 
 
◇ アトラジンを認識する MIP の結合能評価 
アトラジンを認識するための最適な架橋剤を検討するために種々の架橋剤 (EDMA, 
TRIM, DVB, DVB/Styrene) を使用した MIP を合成した。各ポリマーにおけるアトラ
ジンの抽出率はそれぞれ MIPEDMA では 72%、MIPTRIM では 65%、MIPDVB では 59%、
MIPDVB/Styrene では 76% であることが判明した。MIPEDMA および MIPDVB/Styrene におけ
るアトラジン抽出率は MIPTRIM および MIPDVB のアトラジン抽出率に比して高いこ
とから、ポリマーマトリックスを構成する架橋密度の違いにより鋳型分子の抽出率が
異なることが判明した。 
さらにアトラジンに対する結合能を評価したした結果、MIPEDMA に対するアトラジ
ンの結合量は 2.1 μmol/g であり、他の架橋剤を使用した MIPTRIM (0.86 μmol/g)、
MIPDVB (0.51 μmol/g)、MIPDVB/Styrene (1.5 μmol/g) よりも高い結合能を示すことが判明し
た (Figure 3-10)。この結果はポリマー自体の極性と架橋点間距離が標的分子の結合能
に大きく寄与している可能性を示唆している。すなわち、アトラジンの分子認識にお
いては、剛直で極性の低い芳香族系の架橋剤を使用することで分子認識空間内への標
的分子のアクセシビリティが低下すると考えられる。一方で、類似の極性を有する架
橋剤であっても 3 官能性のモノマーである TRIM に比して 2 官能性のモノマーで
ある EDMA を使用した MIP に対するアトラジンンの結合量が高いことから、適度
に低架橋度のポリマーを合成することが標的分子の認識に対して有効であることが
判明した。 
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Figure 3-10. Binding activity of MIPEDMA, MIP TRIM, MIPDVB, and MIPDVB/Styrene for atrazine 
(100 μM) in chloroform/hexane (4:1, v/v). 
 
また、スケールアップした条件にて合成した MIPEDMA からのアトラジン抽出溶液
を定量した結果、アトラジン抽出率は 78% であることが判明した。当該ポリマーを
使用することにより、種々の濃度 (25, 50, 100, 200, 400, 500, 800, 1000, 1600, 2000 μM) 
のアトラジン溶液を調整し、MIPEDMA に対する結合量を求め、スキャッチャード解析
により、解離定数 (Kd) および最大結合量 (Bmax) を推定した (Figure 3-11)。ここで、
スキャチャードプロットはリニア型ではなく、双曲線型を示している。この結果は標
的分子であるアトラジンに対して親和性の高い分子認識空間 (1) と親和性の低い分
子認識空間 (2) が混在していることを示唆している。スキャッチャード解析による解
離定数 (Kd) は それぞれ (1) 式において 4.710
-5 
M であり、(2) 式において 2.010-3 
M であった。この値は機能性モノマーとしてメタクリル酸を使用して合成した MIP 
の解離定数 (Kd) の文献値
[20]
 [1.210-5 M] と同程度であることが判明した。また、ス
キャッチャード解析による最大結合量  (Bmax) は それぞれ、(1) 式において  5.0 
μmol/g であり、(2) 式において 46 μmol/g であった。これらの値は重合時に添加した
鋳型分子量から推算した (アトラジン抽出率を考慮した) 分子認識空間の値のそれぞ
れ 4.8% および 44% に相当することが判明した。 
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Figure 3-11. (a) Biding isotherm and (b) Scatchard plot of atrazine for MIPEDMA (10 mg) in 
chloroform/hexane (4:1, v/v). 
 
さらに、種々の農薬 (トリアジン型: アトラジン、シマジン、酸アミド型: アシュ
ラム、ジカルボキシイミド型: イプロジオン) のクロロホルム/ヘキサン (4:1, v/v) 溶
液を調整し、MIPEDMA に対する結合量を求めた。その結果、トリアジン骨格を有する
アトラジン、シマジンの結合量はそれぞれ、4.9 μmol/g、4.1 μmol/gであり、その他の
農薬であるアシュラム、イプロジオンの結合量よりも高いことが判明した (Figure 
3-12)。加えて、アトラジンの結合量は嵩高いシアノ基を有するシマジンの結合量より
もわずかに高く、分子認識空間のサイズが標的分子に対する分子認識能に影響を及ぼ
している可能性を示唆している。これらの結果から、トリアジン骨格を有するアトラ
ジンやシマジンは他の農薬 (アシュラム、イプロジオン) に比して MIPEDMA に対す
る結合能が高く、トリアジン骨格を有する化合物を選択的に認識できる機能性高分子
材料の合成が可能であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-12. Selectivity of MIPEDMA toward atrazine, cyanazine, asulam, and iprodione (200 
μM) in chloroform/hexane (4:1, v/v). 
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加えて、遮光条件で 20 h インキュベートした際の MIPEDMA に対するアトラジン
の結合量は 4.8 μmol/g である一方で、重合時に鋳型分子を加えていない NIPEDMA に
対する結合量 (3.0 μmol/g) よりも高かった (Figure 3-13)。この結果は機能性モノマー
である FM1 のカルボキシ基と鋳型分子であるアトラジンのアミノ基による複合体
が形成されるため、重合時において鋳型分子近傍の架橋点間距離が局所的に増大し、
分子認識空間内への標的分子のアクセシビリティが向上したためであると考えてい
る。さらに紫外光を照射することにより、MIPEDMA に対して結合していたアトラジン
は 4.8 μmol/g から 0.9 μmol/g へ減少し、初期のアトラジン結合量の ca. 80% が放出
された (Figure 3-12)。一方で NIPEDMA に対するアトラジンの結合量は紫外光照射に
より、3.0 μmol/g から 1.5 μmol/g に減少し、初期のアトラジン結合量の ca. 50% が
放出された (Figure 3-12)。これらの結果は紫外光照射により、分子認識空間内の FM1 
が SP 型から MC 型へ光異性化することにより、1) 標的分子を認識するためのカル
ボキシ基が相補的な位置から変化すること、2) ポリマー粒子表面近傍の極性が局所
的に増大するために水素結合が阻害されることに起因するものと推定している。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-13. The binding behavior of atrazine (200 μM) in MIPEDMA and NIPEDMA under the 
light shielding for 20 h followed by the UV light irradiation for 20 h in chloroform/hexane 
(4:1, v/v). 
 
3-3-4. 4-ニトロフェニル α-D-マンノピラノシドを認識する MIP の評価 
遮光条件および紫外光照射条件にて FM2 を分子認識空間内に固定化した MIPFM2 
の分光学的特性を評価した結果、560 nm 近傍の吸収が増大し、MIPFM2 中の分子認識
空間内に存在するスピロピラン部位が SP 型から MC 型へ速やかに光異性化するこ
とが判明した (Figure 3-14)。 
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そこで、遮光条件および紫外光照射条件において MIPFM2 と NPM のアセトニトリ
ル溶液を 20 h インキュベートし、MIPFM2 に対する標的分子の結合量を算出した。
その結果、MIP に対する NPM の結合量は 4.3 μg/mol から 2.9 μg/mol へ ca. 30% 
減少したことが判明した (Figure 3-15)。この結果は前述したとおり、MIPFM2 の分子
認識空間内のスピロピラン部位が SP 型から MC 型へ光異性化することにより、標
的分子を認識するためのフェニルボロン酸基が相補的な位置から変化することに起
因するものと推定している。しかしながら、カルボキシ基を有する FM1 を含有する 
MIPEDMA に対するアトラジンの結合結果とは異なり、初期の NPM 結合量の ca. 30% 
が放出された。この結果は 1) カルボキシ基とアトラジンのアミノプロトン間の水素
結合とは異なり、フェニルボロン酸基と NPM の水酸基がエステル複合体を形成して
いるために標的分子の解離が不十分であること、2) 分子認識空間内にフェニルボロ
ン酸基を有する  FM2 を含有する  MIPFM2 の光異性化効率が  FM1 を含有する 
MIPEDMA に比して低いことに起因しているものと推定している。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-14. UV-Vis spectra of MIPFM2 under UV light irradiation in methanol. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-15. The binding behavior of NPM in MIPFM2 under the light shielding for 20 h and 
UV light irradiation for 20 h in acetonitrile.  
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3-4. 結言 
本章では光異性化可能な機能性モノマーを新たに設計·合成し、MIP の分子認識空
間内に固定化することで標的分子を放出制御可能な分子認識材料の合成を試みた。は
じめに、機能性モノマーとしてカルボキシ基とメタクリロイル基を有する FM1 を設
計·合成し、種々の架橋剤を使用してアトラジンを標的分子とした MIPEDMA を合成す
ることで最適な架橋剤を選定した。また、吸着等温線とスキャッチャード解析により
解離定数 (Kd) を推定し、種々の農薬を使用した選択性の評価、光異性化時における
結合能の変化について検討した。 
さらに、同様のコンセプトにて、機能性モノマーとしてフェニルボロン酸基とメタ
クリロイル基を有する FM2 を新たに設計·合成し、標的分子となる NPM を認識す
る MIP の合成を実施した。また、光異性化時における MIP に対する NPM の結合
量の変化について検討した。 
 
本章により得られた知見を要約すると以下のようになる。 
 
1) スピロピラン骨格にカルボキシ基およびメタクリロイル基を有する FM1、フ
ェニルボロン酸基およびメタクリロイル基を有する FM2 を合成することに
成功した。いずれのスピロピラン誘導体においても紫外光照射により、速や
かに SP 型から MC 型への光異性化が進行し、自然光にて MC 型から初期
の SP 型へ可逆的に光異性化が進行した。 
 
2) アトラジンを標的分子として  FM1 を分子認識空間内に固定化した 
MIPEDMA、NPM を標的分子として FM2 を分子認識空間内に固定化した 
MIPFM2 を合成した。いずれの MIP においても紫外光照射により、MIP の分
子認識空間内に存在するスピロピラン部位が SP 型から MC 型へ速やかに
光異性化した。 
 
3) 最適な架橋剤を検討するために種々の架橋剤  (EDMA, TRIM, DVB, 
DVB/Styrene) を使用した MIP を合成し、それぞれの MIP に対するアトラ
ジンの結合量を求めた。その結果、ポリマーの架橋度と極性が標的分子の分
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子認識能に大きく寄与しており、アトラジンを認識するためには MIP の架橋
剤として EDMA が最適であることが判明した。 
 
4) アトラジンを標的分子とした MIPEDMA の吸着等温線およびスキャッチャー
ド解析の結果より、親和性の高い分子認識空間における解離定数 (Kd) は 
4.710-5 M であり、この解離定数 (Kd) の値はメタクリル酸を機能性モノマー
として使用したアトラジンを標的分子とした MIP の文献値と同程度である
ことが判明した。一方で親和性の低い分子認識空間における解離定数 (Kd) は 
2.010-3 M であった。また、最大結合量 (Bmax) はそれぞれ、5.0 μmol/g、46 
μmol/g であり、これらの値は重合時に添加した鋳型分子量から推算した分子
認識空間 (理論値) のそれぞれ 4.8%、44% に相当した。 
 
5) MIPEDMA に対する種々の農薬 (アトラジン、シマジン、アシュラム、イプロ
ジオン) の選択性を評価した結果、アシュラム、イプロジオンに比してアト
ラジン、シマジンの結合量が高いことが判明した。これらの結果から合成し
た MIPEDMA はトリアジン骨格を有する化合物に対して選択性を有すること
が判明した。 
 
6) 遮光条件において MIPEDMA および NIPEDMA に対するアトラジンの結合実
験を実施した結果、アトラジンの結合量はそれぞれ MIPEDMA (4.8 μmol/g)、
NIPEDMA (3.0 μmol/g) であることが判明した。この結果は MIPEDMA を重合す
る際に鋳型分子となるアトラジンを添加することで鋳型分子近傍の架橋点間
距離が局所的に増大し、分子認識空間内への標的分子のアクセシビリティが
向上したためであると考えている。一方で、遮光後、紫外光照射条件におい
て MIPEDMA および NIPEDMA を使用して結合実験を実施した結果、アトラジ
ンの結合量はそれぞれ MIPEDMA (0.9 μmol/g)、NIPEDMA (1.5 μmol/g) であり、
ぞれぞれ、アトラジンの初期結合量の ca. 80%、ca. 50% が放出された。これ
らの結果は MIPEDMA の分子認識空間内に存在する FM1 が紫外光照射によ
り、SP 型から MC 型へ光異性化したことに起因しているものと考えられる。
すなわち、光異性化により標的分子と相互作用するカルボキシ基が相補的な
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位置から変化したことおよびポリマー粒子表面近傍の極性が増大したことで 
FM1 とアトラジン間の水素結合が阻害されたものと推定している。 
 
7) 分子認識空間内に FM2 を固定化した MIPFM2 に対する NPM の結合量は
それぞれ 遮光条件 (4.3 μmol/g)、紫外光照射条件 (2.9 μmol/g) であり、紫外
光照射により NPM の結合量が ca. 30% 減少した。この結果は前述したとお
り、NPM と相互作用するフェニルボロン酸基が相補的な位置から変化するた
め、分子間相互作用が阻害されたものと推定している。 
 
本章では光異性化可能な機能性モノマーを新たに設計·合成し、光照射条件におけ
る標的分子の結合能の変化を検討した。その結果、遮光時と紫外光照射時における標
的分子の結合量に有意差が認められ、本手法により外部刺激によって放出制御機能を
有する分子認識材料を合成できる可能性が見出された。外部刺激により標的分子を取
り込み、貯蔵、放出するといった一連の機能を有する材料を創製することは薬物など
のコントロールドリリースシステなどにも応用可能であり、非常に有効で意義のある
ものと考えられる。 
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4-1. 緒言 
コルチゾールは副腎皮質から分泌されるステロイド系ホルモンの一種であり、一般
にストレスマーカーとして知られているため、当該物質を選択的に認識可能な機能性
高分子材料の開発が求められている[1–6]。これまでにも機能性モノマーとしてメタク
リル酸を使用して非共有結合型 MIP を合成し、コルチゾールに対する認識能を評価
している研究結果が報告されている[7,8]。しかしながら、いずれの報告も水素結合を利
用した非共有結合型 MIP の調整によるものであり、ポリマーマトリックス内に標的
分子に対する親和性の高い分子認識空間と親和性の低い分子認識空間が混在するた
め、均一な分子認識空間が構築されていない可能性が示唆された。そこで、予備検討
としてコルチゾールのステロイド骨格 21 位の 1 級水酸基をメタクリロイル化し、
機能性モノマーとしてイタコン酸を使用した MIP の合成と評価を実施することにし
た (Figure 4-1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-1. Preparation of MIP and molecular recognition of cortisol. 
 
また、近年では MIP を薄膜や微粒子のような形状にすることにより分子認識空間
へのアクセシビリティを向上させることで、迅速かつ高感度なセンシングが可能にな
るとの報告も数多くなされている[9–19]。そのため、本章では shell 層に分子認識能を
付与した core-shell 型 MIP (MIP-NPs) を合成し、分子認識層の比表面積を増大させ
ることで標的分子に対する結合能の迅速性と感度の向上を図ることにした。加えて、
これまで検討されてきた MIP の評価法では B/F 分離が測定の感度を低下させる要
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因ともなっていた。そこで、標的分子であるコルチゾールを蛍光色素でラベル化する
ことで測定感度を向上させるとともに B/F 分離を必要としない評価法を構築するこ
とにした。 
ところで、蛍光物質は特定の波長域の光エネルギーを吸収することで励起され、発
光する。ここで、励起状態のエネルギー準位から基底状態のエネルギー準位に戻るま
でに放出される光が蛍光と定義される。蛍光物質と光エネルギーの関係は Jablonski 
ダイアグラムのエネルギー準位によって表現されることが知られており、一般に蛍光
強度 (輝度) はモル吸光係数 (ε) と量子収率 (φ) の積からなり、下記の定義式で規定
される。 
 
輝度  モル吸光係数 (ε) × 量子収率 (φ)                                (4-1) 
 
蛍光物質の吸光係数とは蛍光物質に吸収される特定波長の光量を意味し、モル吸光
係数は光路 1 cm 当たりの 1 M 蛍光色素溶液の光学濃度として定義される。また、
量子収率とは励起光と蛍光の変換効率を示すものであり、放出された光子数と吸収さ
れた光子数の比で表わされる。また、蛍光物質の蛍光スペクトルは周囲の環境から影
響を受ける場合があり、環境条件としては温度、イオン濃度、pH、リガンドとの共有
結合、非共有結合性の相互作用などが存在する[20]。 
以前から、蛍光ラベル化試薬の開発は数多くなされており、クマリン系、ダンシル
系、ベンゾフラザン系、フルオレセイン系、ローダミン系などが広く利用されている。
また、特殊な蛍光を発する代表例としてピレン系の蛍光色素も存在する。ピレン系蛍
光色素は通常の極大蛍光波長 (350–400 nm) に加えて、高濃度領域において二量体を
形成することによるエキシマー蛍光と呼ばれる比較的長波長 (450–500 nm) の蛍光を
発することが知られている[21]。一方で、蛍光波長を長波長側にシフトさせる検討も行
われ、現在では Alexa Fluor や Cyanine 系の色素などの極大蛍光波長が 600 nm を超
える色素も開発されている。これらの蛍光色素は蛍光基に直結したスルホ基に特徴を
有し、蛍光ラベル化検体に親水性を付与すると同時に蛍光色素同士の凝集誘起消光を
抑制する働きを有する。この特性により、現在では生体内に存在する細胞内でのタン
パク質間相互作用や DNA のハイブリダイゼーションなどの結合能や結合速度の解
析に使用され、また、蛍光顕微鏡による細胞内のイメージングなどに広く利用されて
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いる。蛍光物質の中には環境応答性が非常に高く、分子間相互作用を評価するために
有効な物質も数多く存在する。上述した蛍光色素の中でもダンシル系蛍光色素は他の
蛍光色素に比してストークスシフトが大きいため波長分離が容易に行えると同時に、
比較的構造が小さいために分子認識時におけるラベル化した蛍光基の影響が少ない
ものと考えられる[22]。そこで、本章では shell 層に分子認識能を付与した core-shell 
構造を有するポリマー微粒子を合成し、ダンシル系蛍光色素でラベル化したコルチゾ
ールに対する分子認識能について評価することにした (Figure 4-2)。  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-2. Preparation of the core-shell-type MIP-NPs and fluorimetric evaluation of 
cortisol binding capability on the core-shell-type MIP-NPs by using dansyl-cortisol. 
 
蛍光分子にはある特定の方向を有する遷移双極子モーメントが存在し、偏光した励
起光を照射することにより、励起光と同方向の遷移双極子モーメントを有する蛍光分
子のみが励起され、蛍光を発することが知られている。一方で、溶液中において、蛍
光分子はブラウン運動により回転しており、遷移双極子モーメントの方向は絶えず変
化している。この回転運動の速度は分子サイズに依存し、分子サイズが大きいものほ
ど分子の回転運動が束縛されることになる。この 2 つの性質を利用して蛍光分光光
度計の励起側および蛍光側スリットに偏光板を設置し、蛍光分析を実施することでホ
スト·ゲスト分子が複合体を形成した際における分子サイズの変化、すなわち、蛍光
偏光法に基づいた分子間相互作用の解析が可能となる[23–26] (Figure 4-3)。 
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Figure 4-3. Fluorescence polarization-based sensing of target molecule using complex of 
MIP-NPs and fluorescence-labeled target molecule.  
 
ここで、蛍光偏光法はこれまでに生化学や医学の分野において分子間相互作用を評
価するにあたり、数多く利用されてきた解析手法であり[27–40]、蛍光偏光度 (P) また
は蛍光異方性 (アニソトロピー (r)) が分子間相互作用の指標として用いられる。蛍光
偏光法は B/F 分離を必要とせず、標的分子の結合能を簡便にかつ経時的に評価でき
る利点が存在するため、これまでにも蛍光偏光法を利用した MIP による標的分子の
センシングに関する研究結果が報告されている[41,42]。 
Hunt ら (2006) は標的分子の構造類似体である蛍光色素を利用して MIP に対す
る標的分子の結合能を蛍光偏光法により評価している[41]。本報告では 2,4-ジクロロフ
ェノキシ酢酸を標的分子として機能性モノマーに  4-ビニルピリジン、架橋剤に 
TRIM を使用して MIP を合成している。また、重合時に鋳型分子となる 2,4-ジクロ
ロフェノキシ酢酸を加えていない NIP を合成し、標的分子の結合能を評価すること
で鋳型分子の効果を確認している。また蛍光性の競合分子として 7-カルボキシ-4-メ
チルクマリンを使用して蛍光偏光法と競合法により MIP に対する標的分子の結合能
を評価している。 
Ton ら (2012) はフルオロキノリン環を有する標的分子の MIP に対する結合能を
蛍光偏光法により直接測定する手法を報告している[42]。本報告では蛍光性のエンロフ
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ロキサシンを標的分子とし、機能性モノマーとしてメタクリル酸と 2-ヒドロキシエ
チルメタクリレート (HEMA)、架橋剤として EDMA を使用した MIP を合成し、標
的分子に対する結合能を評価している。さらに、実サンプルを使用した標的分子の検
出にも成功している。 
しかしながら、いずれの報告も標的分子自体あるいはその類似体が蛍光を有する物
質である必要があるため、分析可能な検体が制限されていた。そこで、本研究では標
的分子となるコルチゾールのステロイド骨格 4 位の 1 級水酸基を蛍光ラベル化に
使用することで新たに蛍光ラベル化コルチゾールを設計 ·合成し、core-shell 型 
MIP-NPs との相互作用を評価することにした。ここで、コルチゾールはステロイド骨
格 21 位の 1 級水酸基が最も反応活性が高いことが知られているが、相互作用可能
な官能基として保持するためにステロイド骨格 4 位の不飽和結合を蛍光ラベル化に
使用することにした。上述したように蛍光分子の回転速度は分子サイズに依存するた
め、蛍光偏光法を利用することで蛍光分子が MIP-NPs と複合体を形成した際におけ
る分子サイズの変化、すなわち、分子間相互作用を簡便に評価することができる。し
かしながら、蛍光偏光法は有効な分子間相互作用の評価法であるが、厳密には蛍光ラ
ベル化された標的分子との相互作用を評価することになる。そこで、MIP-NPs の分子
認識空間内に結合したダンシルラベル化コルチゾールを遊離のコルチゾールによっ
て阻害することにより、アニソトロピー (r) の変化を解析し、間接的に MIP-NPs と
コルチゾールの分子間相互作用を評価することにした。この競合実験により、同種の
ステロイド骨格を有する分子に対する選択性の評価が可能となり、B/F 分離を必要と
しない迅速かつ高感度なコルチゾールセンシングシステムが構築できるものと考え
ている (Figure 4-4)。 
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Figure 4-4. Fluorescence polarization-based cortisol sensing using competitive binding of 
dansyl-cortisol and cortisol toward the cortisol-imprinted cavities in MIP-NPs. 
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4-2. 実験 
4-2-1. 試薬  
第 4 章で使用した試薬を Table 4-1 に記載した。なお、重合に使用した DVB お
よびスチレンは減圧蒸留により系内の重合禁止剤を除去した。重合に使用した THF、
インキュベーションに使用したクロロホルムおよびヘキサンは系内の安定剤や水分
を除去するために蒸留した。また、有機合成および重合時に使用した純水は Milli-Q 
(Merck Millipore Corp, Germany) で精製した。 
 
Table 4-1. Reagent list. 
Reagent  Maker Grade 
cortisol (hydrocortisone) Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA)  98 
methacrylic anhydride Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) 94 
2,5-dihydroxy benzoic acid (DHB) Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) 98 
progesterone Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA)  99 
dansyl chloride Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA)  99 
2-(Boc-amino)ethanethiol  Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) 97 
2,5-dihydroxy benzoic acid (DHB) Sigma-Aldrich Co. LLC. (USA) 98 
triethylamine (Et3N) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
methacryloyl chloride Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
N,N-dimethyl-4-aminopyridine 
(DMAP)  
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
methacrylic acid Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
itaconic acid Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
divinylbenzene (DVB) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 55  
(mixture of isomers) 
styrene Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
N,N′-methylenebisacrylamide-HG 
(MBAA) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for electrophoresis 
2,2′-azobis (4-methoxy-2,4- 
dimethylvaleronitrile) (V-70) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
2,2′-azobis(2-methylpropion- 
amidine) dihydrochloride (V-50) 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
1 M hydrochloric acid (HCl) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for volumetric analysis 
0.5 M HCl methanolic solution Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for volumetric analysis 
sodium hydroxide (NaOH) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
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teststerone Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for biochemistry 
potassium bromide, crystal block Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for infrared 
spectrophotometry 
hydrogen peroxide (H2O2) Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan) extra pure reagent 
sodium hydrogen carbonate Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan) extra pure reagent 
citric acid Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan) extra pure reagent 
sodium chloride  Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan) extra pure reagent 
sodium sulfate Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan) guaranteed reagent 
tetrahydrofuran (THF) Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
ethyl acetate  Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
hexane Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
methanol  Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
dry methanol  Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for organic synthesis 
dry ethanol Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) for organic synthesis 
acetonitrile  Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) special grade 
dichloromethane Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
acetone Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) 1st grade 
chloroform Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan) extra pure reagent 
chloroform-d (CDCl3) Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (USA) 99.8 (+0.05 TMS) 
 
4-2-2. 分析装置 
 合成物の同定には  1H NMR (JNM-LA300, JEOL Ltd., Japan)、MALDI-TOF-MS 
(Voyager-DE-1000, Applied Biosystems Inc, USA)、FT-IR (Varian 660KU, Varian Inc, USA) 
を使用した。微粒子の粒径測定には動的光散乱光度計  (DLS) (Zetasizer Nano ZS, 
Malvern Instruments Ltd., UK) を使用し、微粒子の形状観察には走査型電子顕微鏡  
(SEM) (VE-9800, Keyence Corp., Japan) を使用した。コルチゾールの定量には分離カラ
ムとして Chromolith RP-18e (100 mm  4.6 mm I.D.) (Merck Millipore Corp., Germany) 
を接続した高速液体クロマトグラフィー (HPLC) (Gilson Inc, USA) を使用した。また、
蛍光分析には蛍光分光光度計 (F-2500, Hitachi, Ltd., Japan) を使用し、蛍光偏光実験に
は付属の偏光板 (650-0156, Hitachi, Ltd., Japan) を取り付けて使用した。 
 
4-2-3. 鋳型分子の合成 
◇ コルチゾール-21-モノメタクリレートの合成 (合成法 1) 
窒素雰囲気下、コルチゾール (907 mg, 2.5 mmol) を dry THF (40 mL) に溶解し、
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Et3N (4.2 mL, 30 mmol) を加え、氷冷した。その後、dry THF (40 mL) に溶解した塩化
メタクリロイル (1.5 mL, 15 mmol) を徐々に滴下し、0 °C で 1 h、その後、室温で 4 h 
撹拌した。反応液に酢酸エチルを加え、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、飽和クエン
酸水溶液、飽和食塩水にて洗浄した後、有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させ、濾過に
て固形分を除去した。溶媒をロータリーエバポレーターで留去し、粗生成物をカラム
クロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展開溶媒: 酢酸エチル/ヘキサン
=1:1, v/v) で分離·精製した。その後、真空乾燥を行うことで白色固体としてコルチゾ
ール-21-モノメタクリレートを得た。 
 
◇ コルチゾール-21-モノメタクリレートの合成 (合成法 2) 
窒素雰囲気下、二口フラスコにコルチゾール (907 mg, 2.5 mmol)、DMAP (30.5 mg, 
0.25 mmol) を加え dry THF (40 mL) に溶解した後、氷冷した。Et3N (4.2 mL, 30 mmol)、
無水メタクリル酸 (1.2 mL, 7.5 mmol) を徐々に滴下し、0 °C で 1 h、その後、室温で 
2 日間撹拌した。反応液に酢酸エチルを加え、純水で 3 回洗浄し、硫酸ナトリウム
で乾燥させた後、濾過にて固形分を除去し、溶媒をロータリーエバポレーターで留去
した。粗生成物をカラムクロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展開溶
媒: 酢酸エチル/ヘキサン=1:1, v/v) で分離·精製した後、真空乾燥させることで白色固
体としてコルチゾール-21-モノメタクリレートを得た。(収率: 89) 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 0.99 (3H, s, 18-CH3), 1.45 (3H, s, 19-CH3), 2.17 (3H, s, 
methacryloyl-CH3), 4.49 (1H, s, 11-OH), 4.93 and 5.12 (1H, each, d, J=18Hz, 21-CH2), 5.67 
(2H, s, methacryloylCH2), 6.22 (1H, s, 4-CH), MALDI-TOF-MS (DHB) m/z (positive): 
Calcd. for C25H34O6: 431.5 [M+H]
+
, Found: 431.7  
 
4-2-4. コルチゾールを認識する MIP の合成 
 ねじ口試験管にコルチゾール-21-モノメタクリレート (215.3 mg, 0.5 mmol)、イタコ
ン酸 (262 mg, 2 mmol)、DVB (1304 mg, 10 mmol)、スチレン (209 mg, 2 mmol)、V-70 
(86.4 mg, 0.28 mmol) を量りとり、dry THF (10 mL) に溶解した。2 min 程度窒素置換
した後、密閉して 30 °C で 72 h 重合した (Table 4-2)。得られたポリマーを真空乾燥
させた後、乳鉢にて粒径が数 μm 程度となるように物理的に粉砕した。その後、2 M 
NaOH 水溶液/メタノール (1:1, v/v) (50 mL) で 48 h 加水分解し、1 M HCl 水溶液/メ
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タノール (1:1, v/v) (50 mL)、純水/メタノール (1:1, v/v) (50 mL) で撹拌した。さらに、
メタノールにて 6 h ソックスレー抽出を実施し、ポリマー粒子を真空乾燥することで
分析用検体とした。得られたポリマー粒子は SEM にて形状観察を行った。また、対
照実験としてメタクリロイル化コルチゾールの代わりにメタクリル酸を加えた NIP 
を同様の条件にて合成した (Table 4-2)。 
 
Table 4-2. Composition of MIP and NIP prepared by bulk polymerization. 
 MIP NIP 
Cortisol-21-monomethacrylate 215.3 mg (0.5 mmol) ― 
Methacrylic acid ― 43.1 mg (0.5 mmol) 
Itaconic acid 262 mg (2 mmol) 
DVB 1304 mg (10 mmol) 
Styrene 209 mg (2 mmol) 
V-70 86.4 mg (0.28 mmol) 
dry THF 10 mL 
 
4-2-5. MIP に対する標的分子の結合能評価 
◇ MIP に対する標的分子の吸着等温線 
バイアル瓶に MIP (5 mg) を量りとり、62.5, 125, 250, 500, 1000 μM に調整したコル
チゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) (1 mL) を加え、サーモミキサー 
(Eppendorf AG., Germany) (25 °C, 800 rpm) にて 48 h インキュベートした。インキュ
ベーション溶液を 0.2 μm 径のシリンジフィルター (DISMIC-13HP020AN, Advantec 
Japan, Co., Ltd., Japan) で濾過し、そのうち 0.5 mL を採取して真空乾燥させた。その
後、アセトニトリル (0.5 mL) に再溶解し、分離カラムを取り付けた HPLC (溶離液: 
アセトニトリル/純水=70:30, v/v、流速: 1 mL/min、分離カラム: Chromolith RP-18e (100 
mm  4.6 mm I.D.) (Merck Millipore Corp., Germany)、検出波長: 241 nm) にて MIP に対
する未結合のコルチゾールを定量した。MIP を加えていないコルチゾール溶液のみの
検体で同様の実験操作を実施し、これを対照の検量線としてコルチゾールの結合量を
求めた。さらに、MIP の対照実験として NIP を使用して同様の実験操作を実施する
ことにより NIP に対するコルチゾールの結合量を求めた。 
ここで、MIP における結合サイトとコルチゾールが 1:1 の分子錯体を形成すると
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仮定すると結合定数 (Ka) は一般に下記のモデル式で近似できる
[43]。  
 
(4-2) 
 
本実験においては B が MIP または NIP に対するコルチゾールの結合量、G は変
化させたコルチゾール濃度とする。ここで H はフィッティングパラメータであり、
Bmax はコルチゾールの最大結合量を表す。上述したモデル式 (4-2) を利用してカーブ
フィッティングにより、結合定数 (Ka) を求めた。 
 
◇ MIP に対する標的分子の選択性評価 
選択性の評価を実施するためにコルチゾールと類似のステロイド骨格を有するテ
ストステロンおよびプロゲステロンを選定した。これらの化合物は主にステロイド骨
格 17 位の官能基が異なる。すなわち、コルチゾールは β-ヒドロキシケトン基、テ
ストステロンはヒドロキシ基、プロゲステロンはメチルケトン基をそれぞれ有してい
る (Figure 4-5)。バイアル瓶に MIP (5 mg) を量りとり、62.5, 125, 250, 500 μM に調製
したテストステロンまたはプロゲステロン溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) (1 
mL) を加え、サーモミキサー (Eppendorf AG., Germany) (25 °C, 800 rpm) にて 48 h イ
ンキュベートした。上述した実験操作により MIP に対する各検体 (テストステロン、
プロゲステロン) の結合量を求めた。 
 
 
 
 
 
Figure 4-5. Structural formula of various steroid hormones (cortisol, testosterone, and 
progesterone). 
 
4-2-6. 標的分子の蛍光ラベル化 
◇ 4-(2′-(Boc-アミノ)エチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシプレグン-4-エン-3,20-ジ
オン (2) の合成  
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窒素置換雰囲気下、二口フラスコにコルチゾール (1) (1.82 g, 5 mmol) を量りとり、
dry メタノール (65 mL)、dry エタノール (25 mL) に部分溶解した。氷浴にて 0 °C に
した後、10 NaOH 水溶液 (5 mL) と 30 過酸化水素水 (5 mL) をシリンジで加え、
0 °C にて 2 h、さらに室温にて一晩撹拌した。その後、2-(Boc-アミノ)エタンチオー
ル (1 mL) を加えて 6 h 室温で撹拌した後、溶媒をロータリーエバポレーターで留去
し、飽和食塩水 (30 mL) を加え、希塩酸で中和した[44]。その後、酢酸エチルで 3 回
抽出し、有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させた後、濾過により固形分を除去し、溶媒
を留去した。粗生成物はカラムクロマトグラフィー (展開層: シリカゲル (C-200), 展
開溶媒: クロロホルム/メタノール/Et3N=20:1:0.2, v/v/v) で分離·精製し、真空乾燥を行
うことで黄白色の固体として 4-(2′-(Boc-アミノ)エチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキ
シプレグン-4-エン-3,20-ジオン (2) を得た。(収率: ca. 20) 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 0.95 (3H, s, 18-CH3), 1.24 (9H, s, t-Boc-CH3), 1.47 (3H, s, 
19-CH3), 3.15 (1H, s, 21-OH), 3.69 (2H, t, S-CH2), 4.29 and 4.66 (1H, each, d, J=18Hz, 
21-CH3), 4.46 (1H, s, 11-OH), 5.15 (1H, broad, NH), MALDI-TOF-MS (DHB): m/z 
(positive) Calcd. for C28H43NO7S: 560.7 [M+Na]
+
, Found: 560.4  
 
◇ 4-(2′-アミノエチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシプレグン-4-エン-3,20-ジオン 
(3) の合成 
4-(2′-(Boc-アミノ)エチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシプレグン-4-エン-3,20-ジ
オン(2) (54 mg, 0.1 mmol) に 0.5 M HCl メタノール溶液 (1 mL) を加えた。遮光しな
がら、室温で 4 h 撹拌した後、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で中和した。その後、
飽和食塩水を加え、酢酸エチルで 3 回抽出し、有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させ
た後、濾過により固形分を除去し、溶媒を留去した。その後、真空乾燥を行うことで
黄褐色の固体として 4-(2′-アミノエチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシプレグン-4-
エン-3,20-ジオン (3) を得た。当該化合物は精製することなく次の反応に使用した。
(収率: 91) 
 
◇ 4-(2′-ダンシルエチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシプレグン-4-エン-3,20-ジオン 
(4) の合成 
窒素置換雰囲気下、4-(2′-アミノエチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシプレグン-4-
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エン-3,20-ジオン (3) (30 mg, 0.069 mmol) に DMAP (10 mg, ca. 1.2 eq) を加え、dry 
THF (3 mL) に溶解した。その後、dry THF (2 mL) に溶解したダンシルクロリド (20 
mg, ca. 1.1 eq) と Et3N (0.1 mL) を加え、一晩室温で撹拌した。反応終了後、ロータリ
ーエバポレーターで溶媒を留去し、飽和食塩水を加えた後、ジクロロメタンで 3 回
抽出した。その後、有機相を硫酸ナトリウムで乾燥させ、濾過により固形分を除去し
た後、溶媒を留去した。粗生成物は分取 TLC (展開層: シリカゲル (60 F254), 展開溶
媒: クロロホルム/メタノール/Et3N=20:1:0.2, v/v/v) にて分離·精製し、真空乾燥を行う
ことで黄色の粘稠固体として 4-(2′-ダンシルエチルチオ)-11β,17α,21-トリヒドロキシ
プレグン-4-エン-3,20-ジオン (4) を得た。(収率: 63) 
1
H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 0.94 (3H, s, 18-CH3), 1.36 (6H, s, N-(CH3)2), 1.46 (3H, s, 
19-CH3), 3.64 (2H, t, S-CH2), 4.29 and 4.66 (1H, each, d, J=18Hz, 21-CH2), 4.45 (1H, s, 
11-OH), 5.13 (1H, broad, NH), 7.12–8.66 (6H, m, dansyl aromatic protons) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 4-1. Synethesis of dansyl-cortisol using unsaturated bond of 4-position on steroid 
skeleton. 
 
4-2-7. core-shell 型 MIP-NPs の合成と評価  
◇ P(S-DVB) seed 粒子の合成  
丸底フラスコに純水 (79.2 g) を量りとり、そこへ、スチレン (7.3 mmol, 760 mg)、
DVB (0.31 mmol, 40 mg)、V-50 (41.3 mg, 2 mol vs monomer) を加えた。還流管を取り
付け、系内を窒素で置換した後、80 °C、800 rpm で 24 h 重合した[45]。その後、反応
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液を氷浴にて急冷することで白色の懸濁溶液として Seed1 を得た。Seed2–6 は Table 
4-3 に従って同様の条件にて重合した。得られたポリマー微粒子は DLS (Zetasizer 
Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK) および SEM (VE-9800, Keyence Corp., Japan) 
により粒径および粒子形状を評価した。 
 
Table 4-3. Emulsifier-free emulsion polymerization for P(S-DVB) seed particles synthesis. 
 Seed1 Seed2 Seed3 Seed4 Seed5 Seed6 
Styrene 760 mg (7.3 mmol) 
DVB 40 mg (0.31 mmol) 
Water/acetone=100:0 79.2 g ― ― 79.2 g ― ― 
Water/acetone=80:20 ― 79.2 g ― ― 79.2 g ― 
Water/acetone=60:40 ― ― 79.2 g ― ― 79.2 g 
V-50 41.3 mg (0.15 mmol) 
Temperature 80 °C 80 °C 80 °C 60 °C 60 °C 60 °C 
Stirring rate 800 rpm 800 rpm 800 rpm 1000 rpm 1000 rpm 1000 rpm 
 
◇ コルチゾールを認識する core-shell 型 MIP-NPs の合成 
  丸型フラスコに Seed1 emulsion (20 g) を量りとり、そこへ、コルチゾール-21-モノ
メタクリレート (3.9 mg, 9 μmol)、イタコン酸 (4.7 mg, 36 μmol)、DVB (59.5 mg, 467 
μmol)、スチレン (9.5 mg, 91.2 μmol)、V-50 (2.7 mg, 2 mol vs monomer) を加えた 
(Table 4-4)。還流管を取り付け、系内を窒素で置換した後、80 °C、800 rpm で 24 h 重
合した[45]。重合液を回収し、20 min 遠心分離 (18 900 rpm) を行い、上澄み溶液を除
去した後、2 M NaOH 水溶液/メタノール (1:1, v/v) (50 mL) で 24 h 加水分解した。
その後、1 M HCl 水溶液/メタノール (1:1, v/v) (50 mL) で数時間撹拌し、純水/メタノ
ール (1:1, v/v) (50 mL) で数時間 (2 回) 撹拌した後、純水にて置換することで分析用
検体とした。MIP-NPs2–4、R-MIP-NPs、NIP-NPs は Table 4-4 に従って同様の条件に
て合成した。得られたポリマー微粒子は SEM (VE-9800, Keyence Corp., Japan) により
粒径と粒子形状を評価した。 
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Table 4-4. Emulsifier-free seeded emulsion polymerization for MIP-NPs synthesis. 
 MIP-NPs1 MIP-NPs2 MIP-NPs3 MIP-NPs4 R-MIP-NPs NIP-NPs 
Seed1 emulsion 20 g 20 g ― ― 20 g 20 g 
Seed2 emulsion ― ― 20 g 20 g ― ― 
Cortisol-21-mono- 
methacrylate 
3.9 mg 
(9 μmol) 
3.9 mg 
(9 μmol) 
3.9 mg 
(9 μmol) 
3.9 mg 
(9 μmol) 
3.9 mg 
(9 μmol) 
― 
Methyl 
methacrylate 
― ― ― ― ― 
0.90 mg  
(9 μmol) 
Itaconic acid 4.7 mg 
(36 μmol) 
4.7 mg 
(36 μmol) 
4.7 mg 
(36 μmol) 
4.7 mg 
(36 μmol) 
― 
4.7 mg 
(36 μmol) 
DVB 59.5 mg 
(457 μmol) 
― 
59.5 mg 
(457 μmol) 
― 
59.5 mg 
(457 μmol) 
59.5 mg 
(457 μmol) 
Styrene 9.5 mg 
(91.2 μmol) 
― 
9.5 mg 
(91.2 μmol) 
― 
9.5 mg 
(91.2 μmol) 
9.5 mg 
(91.2 μmol) 
MBAA 
― 
69 mg 
(448 μmol ) 
― 
69 mg 
(448 μmol ) 
― ― 
V-50 3.2 mg 
(11.8 μmol) 
2.7 mg 
(9.9 μmol) 
3.2 mg 
(11.8 μmol) 
2.7 mg 
(9.9 μmol) 
3.2 mg 
(11.8 μmol) 
3.2 mg 
(11.8 μmol) 
 
4-2-8. MIP-NPs に対する蛍光性標的分子の結合能評価 
蛍光分析の測定条件は励起波長 365 nm とし、励起側スリット幅を 10 nm に、蛍
光側スリット幅を  10 nm にホトマル電圧を  400 V に設定した。蛍光セルは 
10×10×40 mm の石英セルを使用し、測定温度は 25 °C にて温度コントロールした。
なお、滴定に使用した MIP-NPs1 はインキュベーション溶媒 (クロロホルム/ヘキサ
ン=4:1, v/v) で置換し、固形分濃度が 1 mg/mL となるように調整したものを使用した。 
 
◇ 蛍光分析による分子間相互作用の経時変化 
100 μM に調整したダンシルラベル化コルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン
=4:1, v/v) (3 mL) を蛍光セルに量りとり、撹拌しながら 500 μL の MIP-NPs1 を滴下
した後 (最終ポリマー濃度: 143 μg/mL)、所定の時間 (0, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30, 60 min) ご
とに蛍光分光光度計により蛍光測定を実施した。 
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◇ MIP-NPs に対するダンシルラベル化コルチゾールの吸着等温線 
100 μM に調整したダンシルラベル化コルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン
=4:1, v/v) (3 mL) を蛍光セルに量りとり、撹拌しながら 10 min ごとに MIP-NPs1 (100 
μL) を滴下した後 (最終ポリマー濃度: 143 μg/mL)、蛍光分光光度計により蛍光測定を
実施することで吸着等温泉を作成した。ここで、ポリマー内の結合サイト量を重合時
に添加したメタクリロイル化コルチゾール量であるとし、MIP-NPs1 の結合サイトと
ダンシルラベル化コルチゾールが 1:1 錯体を形成すると仮定すると、結合定数 (Ka) 
は一般に下記のモデル式で近似できる[43]。 
 
(4-3) 
 
ここで Δλm は蛍光極大波長 (λm) の変化量であり、λm∞ は反応終結時の λm (漸近
値)、λm0 は初期の λm を表す。また、H は MIP-NPs を滴下した際の結合サイトの
濃度であり、G はフィッティングパラメータである。式 (4-3) を用いてカーブフィッ
ティングソフトウェア (Origin Pro 7.5J) により結合定数 (Ka) を算出した。 
  
4-2-9. 蛍光偏光法を用いた蛍光性標的分子の結合能評価 
蛍光分析における測定条件は励起波長 365 nm、励起のスリット幅 10 nm に、蛍光
のスリット幅 10 nm、ホトマル電圧を 400 V に設定した。蛍光セルは 10×10×40 mm 
の石英セルを使用し、測定温度は 25 °C にて温度コントロールした。なお、蛍光偏
光測定には付属の偏光付属板を取り付け 1) 励起側偏光板0°, 蛍光側偏光板0°、2) 
励起側偏光板0°, 蛍光側偏光板90°、3) 励起側偏光板90°, 蛍光側偏光板90°、4) 励
起側偏光板90°, 蛍光側偏光板0° の 4 条件にて測定を実施した。また、滴定に使用
した MIP-NPs1 はインキュベーション溶媒 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) で置
換し、固形分濃度が 1 mg/mL となるように調整したものを使用した。 
10 μM に調整したダンシルラベル化コルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン
=4:1, v/v) (3 mL) を蛍光セルに量りとり、撹拌しながら 20 min ごとに MIP-NPs1 (100 
μL) を滴下した後、蛍光分光光度計により蛍光測定を実施した。得られた結果から、
式 (4-4) により、蛍光偏光度の波長依存性 (P(λ)) を評価した。また、式 (4-6) によ
りアニソトロピー (r) を求め、蛍光セル中のポリマー濃度ごとにプロットした。また、
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同様の条件にて MIP-NPs1 の代わりに R-MIP-NPs を使用して対照実験を実施した。 
ここで、蛍光偏光法における蛍光偏光度の波長依存性 P(λ) は式 (4-4) で定義され
る[23–26]。 
                                      
(4-4) 
 
添え字の v (vertical), h (horizontal) は各偏光板の向きを示している。すなわち、Ivv と
は励起側偏光板が垂直方向、蛍光側偏光板が垂直方向の状態における蛍光強度を示し
ている。G は蛍光分光光度計および偏光板に由来する補正値である。一方で、蛍光偏
光度 (P) は一般に下記の Perrin-Weber の式を満たすことが知られている[46,47]。 
                                            
(4-5) 
 
ここで V は蛍光物質の実効体積 (=比体積 (比容) × 分子量)、η は溶媒の粘度、T 
は絶対温度、τ は蛍光寿命を示す。R は気体定数であり、P0 は 0 K における P の
値である。 
式 (4-5) において測定条件が一定のもとでは蛍光偏光度 (P) は蛍光分子の実効体
積 (V) にのみ依存する。すなわち、分子間相互作用により、蛍光分子が複合体を形成
し、蛍光分子の実効体積が増加するとそれに対応して蛍光偏光度 (P) が増加すること
になる。ここで、蛍光分子が遷移双極子モーメントと同方向の偏光面を有する励起光
を受けた後、蛍光を発するまでの時間 (蛍光緩和時間) に蛍光分子はブラウン運動に
より回転する。この回転速度は分子の実効体積に依存するため、分子間相互作用によ
り蛍光分子が複合体を形成することで分子の回転運動が束縛され、結果として蛍光偏
光度 (P) が増大することになる。また、蛍光偏光法におけるアニソトロピー (r) は
式 (4-6) で定義される。 
                                             
(4-6) 
 
アニソトロピー (r) は無次元数であり、理論上 -0.5 から 1 の値をとり、蛍光分子
が複合体を形成することで蛍光分子の実効体積が増加すると遷移双極子モーメント
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の回転が阻害され、式 (4-6) の Ivh の項が減少する。結果としてアニソトロピー (r) 
が 1 に近づくことを示している。さらに、アニソトロピー (r) と蛍光偏光度 (P) と
の間には式 (4-7) の関係が成立することが知られている。 
                                                           
(4-7) 
 
ポリマー内の結合サイト量を重合時に添加したメタクリロイル化コルチゾール量
であるとし、MIP-NPs1 の結合サイトと蛍光ラベル化コルチゾールが 1:1 錯体を形成
すると仮定すると、一般に結合定数 (Ka) は下記モデル式で近似できる
[43]。 
 
(4-8) 
 
ここで Δr はアニソトロピー (r) の変化量、r∞ は反応終結時の r (漸近値)、r0 は初
期の r を表す。H は MIP-NPs1 滴定時における結合サイトの濃度であり、G はフィ
ッティングパラメータである。上記モデル式にカーブフィッティングを行うことで結
合定数 (Ka) を算出した。 
 
4-2-10. 競合法を用いた標的分子の結合能評価 
本セクションにおける蛍光偏光法の測定は 4-2-9. と同様の条件にて実施した。 
◇ ダンシルラベル化コルチゾールの最適濃度の検討 
各濃度 (2, 5, 10 μM) に調製したダンシルラベル化コルチゾール溶液 (クロロホル
ム/ヘキサン=4:1, v/v) (3 mL) を蛍光セルに量りとり、撹拌しながら MIP-NPs1 (500 
μL) を滴下した後 (最終ポリマー濃度: 143 μg/mL)、20 min 撹拌することでダンシル
ラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の複合体を形成させた。その後、20 min ごとに 
(0.1, 1, 10, 100, 1000 μM) に調整したコルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, 
v/v) (100 μL) を順次滴下し、蛍光分光光度計により蛍光測定を実施した。得られた結
果から式 (4-6) により、アニソトロピー (r) を求め、蛍光セル中のポリマー濃度ごと
にプロットした。 
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◇ MIP-NPs および NIP-NPs に対する標的分子の結合能評価 
2 μM に調製したダンシルラベル化コルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, 
v/v) (3 mL) を蛍光セルに量りとった。その後、撹拌しながら MIP-NPs1 (500 μL) を滴
下し (最終ポリマー濃度: 143 μg/mL)、20 min 撹拌することでダンシルラベル化コル
チゾールと MIP-NPs1 の複合体を形成させた。その後、20 min ごとに (0.1, 1, 10, 100, 
1000 μM) に調整したコルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) (100 μL) 
を順次滴下し、蛍光分光光度計により蛍光測定を実施した。測定は 3 回実施し、得
られた結果から式 (4-6) により、アニソトロピー (r) を求め、蛍光セル中のポリマー
濃度ごとにプロットした。また、同様の実験操作にて MIP-NPs1 の代わりに NIP-NPs 
を滴下することで対照実験を実施した。 
 
◇ MIP-NPs に対する選択性の評価 
2 μM に調整したダンシルラベル化コルチゾール溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, 
v/v) (3 mL) を蛍光セルに量りとり、撹拌しながら MIP-NPs1 (500 μL) を滴下した後 
(最終ポリマー濃度: 143 μg/mL)、20 min 撹拌することでダンシルラベル化コルチゾー
ルと MIP-NPs1 の複合体を形成させた。その後、20 min ごとに (0.1, 1, 10, 100, 1000 
μM) に調整した各検体 (コルチゾール、プロゲステロン) 溶液 (クロロホルム/ヘキサ
ン=4:1, v/v) (100 μL) を順次滴下し、蛍光分光光度計により蛍光測定を実施した。測定
は 3 回実施し、得られた結果から式 (4-6) により、アニソトロピー (r) を求め、蛍
光セル中のポリマー濃度ごとにプロットした。 
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4-3. 結果と考察 
4-3-1. 鋳型分子と MIP の合成 
鋳型分子となるコルチゾール-21-モノメタクリレートは dry THF 中で有機塩基を
用いてコルチゾールに塩化メタクリロイルまたは無水メタクリル酸を反応させるこ
とにより合成した。1H NMR、MALDI-TOF-MS にて同定した結果、主にコルチゾー
ルの 21 位の 1 級水酸基がメタクリロイル化された化合物が得られたことが判明し
た。コルチゾールのステロイド骨格は 11 位と 17 位においても水酸基を有するが、
11 位に存在する 2 級水酸基は一般に β 型のみ反応活性を有することが知られてお
り、17 位に存在する 3 級水酸基は立体障害のために反応性が著しく低いものである。
そのため、主生成物として 21 位の 1 級水酸基のみがメタクリロイル化されたコル
チゾール-21-モノメタクリレートが合成されたものと考えられる。 
さらに、得られたコルチゾール-21-モノメタクリレートを使用し、機能性モノマー、
架橋剤とともに共重合することでコルチゾールを認識するための MIP を合成した。
得られたポリマーは粒径が数 μm 程度となるように物理的に粉砕した後、鋳型分子
を除去するためにアルカリ加水分解を行い、SEM にて粒子の形状を評価した。その
結果、ポリマー粒子は不規則な形状でその粒径は 1–10 μm であることが判明した 
(Figure 4-6)。 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-6. SEM image of MIP prepared by bulk polymerization (×10 000). 
 
4-3-2. MIP に対する標的分子の結合能評価 
一般的に水素結合や静電的相互作用などの分子間相互作用を検出するためには無
極性の溶媒が適当とされる。そこで、本実験においては標的分子となるコルチゾール
の溶解性と MIP の分散安定性を考慮し、インキュベーション溶媒を混合溶媒 (クロ
ロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) とすることにした。 
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62.5, 125, 250, 500, 1000 μM のコルチゾール、プロゲステロン、テストステロン各
溶液 (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) を用いて結合実験を実施した結果、いずれの
濃度においても MIP は NIP と同等以上の結合能を示した (Figure 4-7)。カーブフィ
ッティングソフトウェア (Origin Pro 7.5J) を使用し、上記モデル式 (4-2) にカーブフ
ィッティングを行った結果、コルチゾールの結合定数 (Ka) はそれぞれ MIP (1.3×10
4
 
M
-1
)、NIP (7.8×103 M-1) であり、MIP に対する結合定数 (Ka) は NIP に対する結合定
数 (Ka) の 1.7 倍であることが判明した。加えて、MIP に対するコルチゾールの最大
結合量 (Bmax) は 36.1 μmol/g であり、この値は重合時に添加した鋳型分子量から推算
した結合量の ca. 13% に相当することが判明した。また、当該フィッティングにおけ
る R2 の値は 0.97 と上記モデル式によくフィットした。これらの結果から、重合時
に鋳型分子となるコルチゾール-21-モノメタクリレートを添加したことにより、NIP 
に比して MIP はコルチゾールに対する有効な分子認識空間が多く存在している可能
性が示唆された。この結果は、重合時にコルチゾール-21-モノメタクリレートを添加
したことで鋳型分子近傍の架橋点間距離が局所的に増大し、分子認識空間内への標的
分子のアクセシビリティが向上したことに起因するものと考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-7. Binding isotherms of cortisol (concentrations: 62.5, 125, 250, 500, and 1000 μM) 
for MIP and NIP in chloroform/hexane (4:1, v/v). 
 
さらに類似のステロイド骨格を有する化合物を用いて MIP に対する選択性を評価
した結果、MIP に対するプロゲステロンの結合はごくわずかしか確認されず、非特異
的吸着による影響は少ないものと考えられる。テストステロンは 5 員環に直結する 
2 級水酸基の影響により MIP への結合が確認されているが、コルチゾールの結合量
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に比して低いものであった (Figure 4-8)。これらの結果は MIP が標的分子を認識す
る際においてステロイド骨格 17 位にヒドロキシ基を有するテストステロンやメチ
ルケトン基を有するプロゲステロンに比して β-ヒドロキシケトン基を有するコルチ
ゾールを選択的に認識できることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-8. Selectivity test for MIP using cortisol, testosterone, and progesterone 
(concentrations: 62.5, 125, 250, and 500 μM) in chloroform/hexane (4:1, v/v). 
 
4-3-3. 標的分子の蛍光ラベル化 
コルチゾールの蛍光ラベル化を実施するにあたり、ステロイド骨格 21 位の 1 級
水酸基が最も反応活性が高いと考えられるが、分子認識材料に対する分子間相互作用
が可能な官能基として保持するために、ステロイド骨格 4 位の不飽和結合を介して
ダンシル系蛍光色素を使用することで蛍光ラベル化したコルチゾールを合成するこ
とにした。合成したダンシルラベル化コルチゾールは 1H NMR、MALDI-TOF-MS、
FT-IR にて同定した (Figure 4-9)。 
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Figure 4-9. FT-IR spectra of (a) cortisol, (b) dansyl chloride, and (c) dansyl-cortisol. 
 
4-3-4. core-shell 型 MIP-NPs の合成と評価 
◇ seed 粒子の評価 
得られた seed 粒子の DLS 測定結果を Table 4-5、Figure 4-10 に、SEM 画像を 
Figure 4-11 に示した。ここで Table 4-5 における多分散性指数 (PDI) とは粒径分布
を表わす無次元数であり、0 から 1 の値で表記される。一般に PDI が 0 とは粒径
の分布がない理想的な懸濁液を表し、0.1 以下の PDI を有する懸濁液は単分散と呼
ばれ、0.5 以上の PDI を有する懸濁液は多分散と呼ばれる。本実験系においては微
粒子化するほど PDI が増大する傾向にあるが、いずれの seed 粒子においても PDI  
0.1 であり、単分散で球形の粒子が合成されたことが判明した。また、純水/アセトン
比の異なる分散溶媒 (純水/アセトン=100:0, 80:20, 60:40, v/v) を使用して 80 °C にて
重合することにより、33–148 nm の粒径を有する粒子を合成できることが判明した。
これは、分散溶媒となる純水にアセトンを添加することで、重合モノマーが微分散し
たためであると考えられる。一方で、同条件の純水/アセトン比の分散溶媒を使用して 
60 °C にて重合することにより、95–248 nm の粒径を有する粒子を合成できることが
判明した。これは重合温度の上昇にともなって短時間にラジカルが発生し、核生成速
度が増加したためであると考えられる。分子認識能の高感度化という点に鑑みれば、
小粒径の粒子が適切であると考えられるが、100 nm 以下の粒子は遠心分離による溶
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媒置換が難しく、また、SEM による粒子形状が判断し難いものであったため、粒子
の取り扱いやすさを考慮して、その後の実験においては 100–200 nm 程度の粒径を有
する粒子を使用することにした。 
 
Table 4-5. Number-average sizes and polydispersity indexes (PDI) of prepared seed particles. 
 Seed1 Seed2 Seed3 Seed4 Seed5 Seed6 
Number-average (nm) 148 90 33 248 177 95 
PDI 0.025 0.057 0.085 0.012 0.029 0.036 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-10. Particle size distributions (number distributions) of P(S-DVB) (a) seed 
particles1–3 (80 °C, 800 rpm), (b) seed particles4–6 (60 °C, 1000 rpm), and (c) number- 
average sizes of P(S-DVB) seed particles prepared by emulsifier-free emulsion 
polymerization under various polymerization conditions. 
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Figure 4-11. SEM images of P(S-DVB) seed particles (a) Seed1, (b) Seed2, and (c) Seed3 
prepared by emulsifier-free emulsion polymerization (×50 000). 
 
◇ core-shell 型 MIP-NPs の合成と評価 
また、Seed1 を core として使用して shell 層に分子認識能を付与した MIP-NPs1 
および MIP-NPs2 の SEM 画像においては、いずれも球形かつ比較的単分散なポリ
マー微粒子が観察された (Figure 4-12)。画像解析の結果、MIP-NPs1 の粒径は ca. 199 
nm であり、MIP-NPs2 の粒径は ca. 175 nm であることが判明した。いずれも、core
として使用した Seed1 の粒径 (ca. 155 nm) よりも大きく、core-shell 型 MIP-NPs1 の 
shell 層の厚みは ca. 20 nm と推定した。また、core となる Seed1 と MIP-NPs1 の 
FT-IR (KBr) を測定した結果、MIP-NPs1 においてのみ 1720 cm-1 近傍に CO 伸縮振
動由来のピークが確認された (Figure 4-13)。このため、shell 層にカルボキシ基の存
在が確認されており、shell 層に分子認識能を付与した  core-shell 構造を有する
MIP-NPs が合成されたものと考えられる。一方で、Seed2 を core として使用して 
shell 層に分子認識能を付与した MIP-NPs3 および MIP-NPs4 はいずれも加水分解
後に凝集しやすく、SEM 画像においても粒子形状が判断し難いものであったため、
ダンシルラベル化コルチゾールを使用した分子間相互作用の検討には Seed1 を core 
として合成した MIP-NPs1 を使用した。 
(c) Seed3 
(a) Seed1 (b) Seed2 
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Figure 4-12. SEM images of core-shell-type (a) MIP-NPs1 and (b) MIP-NPs2 prepared by 
emulsifier-free seeded emulsion polymerization (×50 000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-13. FT-IR spectra of (a) P(S-DVB) seed particles and (b) MIP-NPs. 
 
4-3-5. MIP-NPs に対する蛍光性標的分子の結合能評価 
MIP-NPs1 および R-MIP-NPs に対するダンシルラベル化コルチゾールの相互作用
を検討した結果、いずれのポリマーにおいても 20 min 程度で蛍光極大波長の変化量 
(Δλm) が飽和する様子が確認された。これは MIP-NPs1 滴下後、ca. 20 min で特異的
吸着にともなう蛍光極大波長の変化  (Δλm) が終結していることを示唆している 
(Figure 4-14)。一方で、20 min 経過以降も微量ながら蛍光極大波長の変化 (Δλm) が
確認されているが、これは重合時にコルチゾールと相互作用していないフリーのイタ
コン酸が架橋剤とともに共重合されたことにより MIP-NPs1 に対するダンシルラベ
ル化コルチゾールの非特異的吸着が進行しているためであると推定している。また、
(a) MIP-NPs1  (b) MIP-NPs2  
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MIP-NPs1 では R-MIP-NPs に比して蛍光極大波長の変化量 (Δλm) が大きく、機能性
モノマーとして導入したイタコン酸および鋳型分子由来のカルボキシ基が協同的に
機能することでダンシルラベル化コルチゾールと強く相互作用していることを示唆
している。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-14. Time course (initial, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30, and 60 min) of fluorescence spectra 
(Ex: 365 nm) at 25 °C for (a) MIP-NPs1, (b) R-MIP-NPs derived from dansyl-cortisol (100 
μM) after addition, and (c) fluorescence maximum wavelength change (Δλm).  
 
ここで、MIP-NPs1 とダンシルラベル化コルチゾールの複合体形成における経時変
化を二次反応にあてはめ、その近似曲線でカーブフィッティングすることにより複合
体形成速度を定量的に求めることにした[48]。 
 
ABBA                                                            (4-9) 
 
ホスト分子を A、ゲスト分子を B、ホスト·ゲスト複合体を AB で表記すると二次
反応の反応速度 (ka) は次の式を満たす。 
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]][[
][
a BAk
dt
ABd
                                                      (4-10) 
 
ここで [A] および [B] は反応要素 A および B の濃度である。[B]0 ≫ [A]0のとき、
上式の解は近似により簡略化され次式で表わされる。 
 
 )][exp(1][][ a00 tkBAAB                                             (4-11) 
 
ここで [A]0 および [B]0 はそれぞれ A および B の初期濃度であり、t は反応時間
である。また、[A]0 は以下の式を満たしている。 
 
][][][ 0 ABAA                                                       (4-12) 
 
結合と解離の反応は同時に起こっているが、それらの割合が一定ならば巨視的に二
次反応に当てはまると考えられる。本実験では以下のモデル式で近似することで結合
速度定数 (ka) を推算することにした。 
 
 tkBmmm a00 ][exp(1)(                                        (4-13) 
 
ここで λm∞ はダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の複合体形成が終結す
る時点の蛍光極大波長 (λm) (漸近値) であり、λm0 は初期の蛍光極大波長 (λm) であ
る。 
本実験では [B]0 をダンシルラベル化コルチゾールの初期濃度とおいて十分に特異
的吸着が飽和に達していると考えられる 30 min までのデータを使用し、カーブフィ
ッティングソフトウェア (Origin Pro 7.5J) により、式 (4-13) にカーブフィッティン
グさせた。フィッティング係数から求められた MIP-NPs1 および R-MIP-NPs に対す
るダンシルラベル化コルチゾールの結合速度定数 (ka) はそれぞれ 1.4×10
3 
M
-1
min
-1、
7.6×10
2 
M
-1
min
-1 であり、MIP-NPs1 に対するダンシルコルチゾールの結合速度定数 
(ka) は R-MIP-NPs に対するダンシルコルチゾールの結合速度定数 (ka) の 1.8 倍で
あることが判明した。また、当該フィッティングにおける R2 の値は 0.99 と上記モ
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デル式によくフィットした。この結果は重合時に鋳型分子として添加したコルチゾー
ル-21-モノメタクリレートの影響により、鋳型分子近傍の架橋点間距離が増大し、か
つ機能性モノマーとして添加したイタコン酸が分子認識空間に対する標的分子のア
クセシビリティを向上させたものと考えている。 
 さらに MIP-NPs1 とダンシルラベル化コルチゾールの結合定数 (Ka) を推定する
ためにダンシルラベル化コルチゾールの溶液に MIP-NPs1 を一定量ごとに滴下した。
その結果、ダンシルラベル化コルチゾールに由来する蛍光強度が低下し、蛍光極大波
長がレッドシフトする様子が確認された (Figure 4-15)。これはダンシルラベル化コル
チゾールの水酸基と MIP-NPs1 の分子認識空間内に存在するカルボキシ基との間で
水素結合による相互作用が機能しているものと考えられ、ダンシルラベル化コルチゾ
ールはインキュベーション溶媒に比して極性の高いポリマー中の分子認識空間内に
存在している可能性を示唆している。また、蛍光極大波長の変化量 (Δλm) を Figure 
4-13 に示した。カーブフィッティングソフトウェア (Origin Pro 7.5J) を使用し、上記
のモデル式 (4-3) にカーブフィッティングを行った結果、MIP-NPs に対するダンシル
ラベル化コルチゾールの結合定数 (Ka) は 2.6×10
6
 M
-1 であることが判明した。また、
当該フィッティングにおける R2 の値は 1.00 と上記モデル式によくフィットした。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-15. (a) Fluorescence spectrum (Ex: 365 nm) at 25 °C derived from dansyl-cortisol 
(100 μM) with titration (initial, 32.3, 62.5, 90.9, 118, and 143 μg/mL) of MIP-NPs1 and (b) 
fluorescence maximum wavelength change (Δλm).  
 
4-3-6. 蛍光偏光法と競合法を用いた標的分子の結合能評価  
 MIP-NPs1 および R-MIP-NPs (クロロホルム/ヘキサン=4:1, v/v) とダンシルラベル
化コルチゾールの相互作用を解析した結果、MIP-NPs1、R-MIP-NPs いずれにおいて
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も蛍光偏光度 (P) とともにアニソトロピー (r) が増大することが判明した (Figure 
4-16, Figure 4-17)。また、MIP-NPs1 の滴下では R-MIP-NPs の滴下に比してアニソト
ロピー (r) がより増大し、前述したとおり、機能性モノマーであるイタコン酸が分子
間相互作用に大きく寄与しているものと考えられる。この結果は蛍光極大波長の変化
量 (Δλm) を比較した Figure 4-15 の報告値と一致する。カーブフィッティングソフ
トウェア (Origin Pro 7.5J) を使用して、式 (4-8) にカーブフィッティングさせた結果、
MIP-NPs1 に対するダンシルラベル化コルチゾールの結合定数 (Ka) は 1.0×10
6
 M
-1 
であり、R2 の値は 0.99 と本実験結果は上記モデル式によくフィットした。この結果
は蛍光極大波長の変化量 (Δλm) から推算した結合定数 (Ka) (2.6×10
6
 M
-1
) とおおむ
ね一致する結果となった。したがって、蛍光偏光法を用いた解析法は MIP-NPs1 に対
する蛍光ラベル化コルチゾールの分子間相互作用を評価するうえで非常に有効であ
ることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-16. Fluorescence polarization value (P (λ)) with titration of (a) MIP-NPs1, (b) 
R-MIP-NPs, and (c) P at 450 nm.  
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Figure 4-17. Effect of MIP-NPs1 and R-MIP-NPs concentrations on the fluorescence 
anisotropy (r) of dansyl-cortisol (10 µM) in chloroform/hexane (4:1, v/v). 
 
また、ダンシルラベル化コルチゾールの濃度を低下させるにつれて MIP-NPs1 との
複合体形成時にアニソトロピー (r) が増大していく様子が確認された (Figure 4-18)。
これはダンシルラベル化コルチゾールの濃度を低下させることでインキュベーショ
ン時におけるフリーのダンシルラベル化コルチゾールが減少するため、MIP-NPs1 と
複合体を形成している割合が上昇した結果、アニソトロピー (r) が上昇したものと考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-18. Fluorescence anisotropy (r) of dansyl-cortisol (2, 5, 10 μM) in the presence of 
MIP-NPs1 (143 μg/mL) in chloroform/hexane (4:1, v/v).  
 
10 μM および 5 μM のダンシルラベル化コルチゾールを使用して MIP-NPs1 と複
合体を形成させた後、ノンラベルコルチゾールによる競合実験を実施した結果、期待
していたアニソトロピー (r) の変化は確認されなかった。一方で 2 μM のダンシルラ
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ベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の複合体ではコルチゾールを滴下した際にアニソ
トロピー (r) の低下が顕著に確認された (Figure 4-19)。この結果は、ダンシルラベル
化コルチゾールの濃度を低下させることで MIP-NPs と複合体を形成していないフリ
ーのダンシルラベル化コルチゾールが減少し、コルチゾールによる競合が速やかに進
行したためと考えている。このため、以降の滴定実験においてはダンシルラベル化コ
ルチゾールの濃度は 2 μM に調製することにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-19. Fluorescence anisotropy (r) of dansyl-cortisol in the presence of MIP-NPs1 (143 
μg/mL) and various concentrations of cortisol in chloroform/hexane (4:1, v/v).  
 
ダンシルラベル化コルチゾールの溶液に MIP-NPs1 または NIP-NPs を滴下した
結果、NIP-NPs に比して MIP-NPs1 では 1.3 倍アニソトロピー (r) が上昇すること
が判明した。この結果は重合時に鋳型分子となるコルチゾール-21-モノメタクリレー
トを添加することで鋳型分子近傍の架橋点間距離が増大し、結果として分子認識空間
に対するダンシルラベル化コルチゾールのアクセシビリティが向上したものと考え
ている。また、MIP-NPs1 と NIP-NPs のいずれのポリマーにおいてもコルチゾール
を滴下した際にアニソトロピー (r) が低下することが確認され、コルチゾールとダン
シルラベル化コルチゾールの競合が成立していることが示唆された (Figure 4-20)。し
かしながら、MIP-NPs1 においてコルチゾールを滴下した場合のアニソトロピー (r) 
の下限値は ca. 0.15 であることが判明した。この結果は、重合時にコルチゾールと複
合体を形成していないフリーのイタコン酸の影響により、一部のダンシルラベル化コ
ルチゾールが MIP-NPs1 に対して非特異的に吸着しており、コルチゾールによる競合
が部分的に成立していないためと推定している。ここで、Figure 4-20 に示した逆シ
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グモイド曲線は一般に競合 ELISA のモデル式である下記の 4 パラメータロジステ
ィック関数 (4-14) で近似できる。 
 
 
(4-14) 
 
 
ここで r はアニソトロピー、H を滴定時におけるコルチゾール濃度とすると、A は
下限の漸近値、B は上限の漸近値、C は変曲点における傾き、IC50 は 50% 阻害濃度 
(変曲点) を表す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-20. Fluorescence polarization-based competitive binding assay of cortisol using 
MIP-NPs1 and NIP-NPs (143 μg/mL) in chloroform/hexane (4:1, v/v).  
 
カーブフィッティングソフトウェア (Origin Pro 7.5J) にて式 (4-13) にカーブフィ
ッティングを行った結果、MIP-NPs1 を滴下した際の IC50 は 1.67×10
-7
 M であり、
NIP-NPs1 を滴下した際の IC50 (2.88×10
-7
 M) に比して 1.7 倍の高感度であることが
判明した。また、R2 の値は 0.99 であり、上記モデル式によくフィットした。これは 
バルク状のポリマーである MIP と NIP の結合定数 (Ka) の比の逆数に一致する。す
なわち、MIP-NPs1 では重合時に添加したコルチゾール-21-モノメタクリレートが鋳
型分子近傍の架橋点間距離を増大させ、NIP-NPs に比して分子認識空間に対するコル
チゾールのアクセシビリティを向上させたものと考えている。結果として MIP-NPs1 
には NIP-NPs に比して有効な分子認識空間が数多く存在していることが示唆された。
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また、MIP-NPs1 を滴下した系ではコルチゾールの競合による検出限界が ca. 80 nM 
であることが判明した。この値は臨床的に測定意義のあるコルチゾール濃度とされて
いる 1–30 μg/dL (27.6–828 nM) と同程度であった。 
さらに、ダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の複合体を形成させた後、類
似のステロイド骨格を有するプロゲステロンで競合実験を実施した結果、アニソトロ
ピー (r) の変化は確認されなかった (Figure 4-21)。この結果はバルク状のポリマーで
ある MIP の結合実験で実証したように MIP-NPs1 の分子認識層はプロゲステロン
に対する親和性が低いため、MIP-NPs1 の分子認識空間に結合したダンシルラベル化
コルチゾールとの競合が成立していないことを示唆している。以上の結果から蛍光偏
光法と競合法を複合することにより、ダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の
複合体を使用した蛍光偏光法によるコルチゾールのセンシングシステムが構築でき
る可能性を見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-21. Fluorescence polarization-based competitive binding assay of cortisol and 
progesterone using MIP-NPs1 (143 μg/mL) and dansyl-cortisol (2 μM) in chloroform/hexane 
(4:1, v/v). 
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4-4. 結言 
本章では MI 法により、ストレスマーカーとして知られているコルチゾールに対す
るバルク状分子認識材料 (MIP) を合成し、標的分子に対する結合能と選択性を評価
した。また、core-shell 構造を有する微粒子を合成し、shell 層に分子認識能を付与す
ることで、分子認識層の比表面積を増大させた分子認識材料 (MIP-NPs) を合成した。
加えて、コルチゾールのステロイド骨格 4 位の不飽和結合を利用することでダンシ
ルラベル化コルチゾールを合成し、MIP-NPs1 に対する分子間相互作用を評価した。
さらに、蛍光偏光法を用いてダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の分子間相
互作用を解析し、ダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の複合体を形成させた
後、コルチゾールによる競合実験を実施し、間接的にコルチゾールと MIP-NPs1 の分
子間相互作用を評価することで、その結合能と選択性を評価した。 
 
本章により得られた知見を要約すると以下のようになる。 
 
1)     吸着等温線から推算された MIP に対するコルチゾールの結合定数 (Ka) は 
1.3×10
4 
M
-1 であり、これは NIP との結合定数 (Ka) である 7.8×10
3
 M
-1 の 1.7 
倍であることが判明した。この結果は重合時に添加した鋳型分子であるコル
チゾール-21-モノメタクリレートが鋳型分子近傍の架橋点間距離を増大させ、
分子認識空間内への標的分子のアクセシビリティを向上させたものと推定し
ている。 
 
2) 選択性の評価実験により、コルチゾールの結合能は類似のステロイド骨格を
有するテストステロンおよびプロゲステロンに対して有意差が認められたこ
とから、ステロイド骨格 17 位の β-ヒドロキシケトン基による水素結合が分
子間相互作用に影響を及ぼしていることが判明した。 
 
3) コルチゾールのステロイド骨格 4 位の不飽和結合を利用し、コルチゾールを
原料とした蛍光性のダンシルラベル化コルチゾールを 3 ステップで合成す
ることに成功した。 
 
第 4 章 
 
- 122 - 
 
4)  core となる P(S-DVB) seed 粒子を合成し、2 段階の重合により、shell 層に
分子認識能を付与した MIP-NPs1 を合成した。SEM 画像の結果から、得ら
れた微粒子は球形で比較的単分散なものであることが判明した。また、画像
解析により推定された粒径は ca. 199 nm であり、P(S-DVB) seed 粒子の粒径 
(ca. 155 nm) よりも大きく、ca. 20 nm の膜厚を有する core-shell 型 MIP-NPs 
が合成されたものと考えられる。 
 
5) MIP-NPs1 滴下時における蛍光極大波長のシフト (Δλm) の経時変化を評価し
た結果、MIP-NPs1 を滴下した系では R-MIP-NPs を滴下した系に比して蛍光
極大波長のシフト (Δλm) が大きく、重合時に機能性モノマーとして添加した
イタコン酸がダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の複合体形成を促
進していることが示唆された。また、ダンシルラベル化コルチゾールと 
MIP-NPs1 の複合体形成における反応速度定数 (ka) は 1.4×10
3 
M
-1
min
-1 であ
り、これは ダンシルラベル化コルチゾールと R-MIP-NPs の複合体形成にお
ける反応速度定数 (ka) (7.6×10
2 
M
-1
min
-1
) の 1.8 倍であることが判明した。 
 
6)  ダンシルラベル化コルチゾールの溶液に MIP-NPs1 を滴下して蛍光スペクト
ル変化を評価した結果、蛍光極大波長 (λm) がレッドシフトする様子が確認
された。これはダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の水素結合によ
る相互作用により、標的分子がインキュベーション溶媒に比して極性の高い
ポリマーの分子認識空間内に存在している結果であると考えられる。また、
MIP-NPs1 に対するダンシルラベル化コルチゾールの結合定数  (Ka) は 
2.6×10
6
 M
-1 であることが判明した。 
 
7) ダンシルラベル化コルチゾールの溶液に MIP-NPs1 を滴下することで蛍光偏
光度 P (λ) およびアニソトロピー (r) が上昇することが判明した。これはダ
ンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 が複合体を形成することにより、
蛍光分子の実効体積が増大し、蛍光分子の遷移双極子モーメントの回転運動
が束縛された結果であると考えられる。また、MIP-NPs1 に対するダンシルラ
ベル化コルチゾールの結合定数 (Ka) を推算した結果、1.0×10
6
 M
-1 であること
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が判明した。この結果は、蛍光極大波長の変化 (Δλm) から推算した結合定数 
(Ka) の値 (2.6×10
6
 M
-1
) とおおむね一致した。したがって、アニソトロピー (r) 
が本実験系においても分子間相互作用の指標となることが判明した。 
 
8) ダンシルラベル化コルチゾールの溶液に  MIP-NPs1 を滴下した系では 
R-MIP-NPs を滴下した系に比してアニソトロピー (r) の上昇率が高く、機能
性モノマーとして使用したイタコン酸が蛍光ラベル化コルチゾールの分子認
識空間へのアクセシビリティを向上させている可能性があることが示唆され
た。 
 
9) ダンシルラベル化コルチゾールの濃度依存性を評価した結果、10 μM および 
5 μM ではコルチゾールでの競合実験時に明確なアニソトロピー (r) の変化
は確認されなかった。この結果はダンシルラベル化コルチゾール濃度が高い
ことで MIP-NPs1 と複合体を形成していないフリーのダンシルラベル化コ
ルチゾールが系内に多量に存在することになり、系全体としてのアニソトロ
ピー (r) の低下が抑制されていると同時にコルチゾールによる競合が成立し
難いことを示唆している。一方で、ダンシルラベル化コルチゾールの濃度を 2 
μM まで低下させた結果、複合体形成によるアニソトロピー (r) の増大が確
認され、コルチゾールによる競合実験時においても顕著にアニソトロピー (r) 
の低下が確認された。 
 
10) ダンシルラベル化コルチゾールの溶液に  MIP-NPs1 を滴下した系では 
NIP-NPs を滴下した系に比してアニソトロピー (r) の上昇度が 1.3 倍高い
ことが判明した。この結果はポリマーマトリックス内のカルボキシ基とコル
チゾールの水酸基による水素結合のみならず、分子認識空間のサイズが分子
間相互作用に影響していることを示唆している。この結果は、重合時に添加
したコルチゾール-21-モノメタクリレートが鋳型分子近傍の架橋点間距離を
増大させることで MIP-NPs1 の分子認識空間に対する標的分子のアクセシビ
リティを向上させたものと考えている。 
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11) コルチゾールによる競合実験を実施した結果、MIP-NPs1 の IC50 は 1.67×10
-7
 
M であり、NIP-NPs の IC50 (2.88×10
-7
 M) より 1.7 倍高感度であることが判
明した。また、MIP-NPs1 に対するコルチゾールの検出限界は ca. 80 nM で
あり、この値は臨床的に測定意義があるとされる 1–30 μg/dL (27.6–828 nM) 
と同等の値であることが判明した。 
 
12)  プロゲステロンによる競合実験を実施した結果、アニソトロピー (r) の変化
が確認されなかったことから、ダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 
の複合体形成の阻害にコルチゾールの 21 位の 1 級水酸基が強く関与して
いることが判明した。 
 
本章では core-shell 構造を有するポリマー微粒子を作成し、shell 層に分子認識能
を付与することで標的分子に対する結合能の迅速性と感度を向上させることを目的
とした。また、B/F 分離を必要とせず、蛍光セル内にてダンシルラベル化コルチゾー
ルと MIP-NPs1 の分子間相互作用による蛍光極大波長のシフト (Δλm) から結合速度
定数 (ka) と結合定数 (Ka) を推算することに成功し、蛍光偏光法と競合法を複合する
ことによって SPR や QCM を利用した高感度分子間相互作用測定装置を使用する
ことなく、コルチゾールに対する迅速なセンシングシステムを構築することに成功し
た。 
また、本報告では蛍光ラベル化試薬としてダンシル系蛍光色素を使用したが、ピレ
ン系蛍光色素を使用することで、同様の実験を実施することにより、MIP-NPs1 に蛍
光ラベル化コルチゾールが結合し、局所的に蛍光色素の濃度が上昇することでピレン
のエキシマー蛍光により、視覚的にコルチゾールの結合を解析できる可能性があると
考えられる。また、その他の分子間相互作用解析法として蛍光相関分光法と競合法を
複合することも可能である。蛍光相関分光法は蛍光分子の分子サイズの変化にともな
う並進速度の違いを蛍光のゆらぎとして検出することで分子間相互作用を評価する
分析法である。すなわち、蛍光分子が共焦点領域を通過するためにかかる時間を蛍光
の揺らぎとして検出する。得られた強度スペクトルを逆フーリエ変換すると時間スペ
クトルが得られ、複合体形成時における分子間相互作用の解析が可能となる。蛍光偏
光法あるいは蛍光相関分光法はいずれも複合体形成における分子サイズの変化を蛍
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光分子のブラウン運動 (回転運動または並進運動) の差として検出する手法であり、
B/F 分離を必要とせずに分子間相互作用の解析が可能である。これらの分析法とコル
チゾールによる競合法を複合することにより分子間相互作用を解析することで、生体
試料中におけるコルチゾールの高感度かつ簡易的評価法 (アフィニティクロマトグ
ラフィー) への応用が可能になるものと考えている。 
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5-1. まとめ 
これまでに、天然の酵素や抗体の機能を模倣した標的分子を特異的に認識する MIP 
に関する研究結果が数多く報告されてきたが、その多くは生物活性物質の認識に関す
るものである。このような事実は熱や pH などの外部環境に依存せずに標的分子に対
して分子認識能を発現できる材料の開発が求められている結果であるとも考えられ
る。ここ数 10 年で MIP に関連した研究の進歩はめざましいものがあり、現在では
天然の酵素や抗体に匹敵するほどの結合能を有する分子認識材料に関する研究結果
も報告されている。また、従来はバルク状の MIP を合成することが主流であったた
め、工学的な方面への応用はカラムの充填剤などの分離材料としての用途に限られて
いた。一方で、近年では微粒子や薄膜といった形状の MIP を合成することが可能と
なったため、金基板上に MIP を固定化することで SPR や QCM を利用した分子間
相互作用測定装置との融合による高感度な分子センサーとしての用途にも広く利用
されるようになった。しかしながら、天然の酵素や抗体による生体内での分子認識は
非常に優れており、複数の反応が同時にほぼ 100% の選択性を有しながら進行して
いる。このため、分子認識の選択性という点に鑑みればこれらに匹敵するほどの分子
認識材料に関する研究結果は報告されていないといえる。本研究ではこれまでに検討
されてきた生物活性物質を認識する MIP に高選択性、高感度、放出制御機能などの
新たな機能を付与した分子認識材料を合成することを目的とした。 
 
第 1 章では現在に至るまでの分子認識化学の発展の過程について言及し、本研究
の目的と意義について述べた。分子認識化学は比較的新しい研究分野であり、1960
年代にクラウンエーテルが発見されて以来、特定の標的分子を認識可能な機能性材料
に関する研究結果が数多く報告されてきた。その中でも MIP に関する研究分野は標
的分子を選択的に認識可能な高分子材料をテーラーメイドに合成することが可能で
あることから、1970 年代以降に新たな分子認識材料の構築法として研究が進められ
るようになった。これまでにも特定の生物活性物質を認識する MIP に関する研究結
果は数多く報告されているが、本研究ではそのような MIP に対してさらに高選択性、
高感度、放出制御機能などを付与した新たな分子認識材料を合成することを目的とし
た。このような基礎データは臨床用途においても重要であり、分子センサー、アフィ
ニティクロマトグラフィー、コントロールドリリースシステムなどの工学的方面への
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応用可能性を判断するために非常に有効で意義のあるものと考えられる。 
第 2 章では生体内で多様な役割を担っているドーパミンを選択的に認識する高分
子材料の合成を試みた。これまでにもドーパミンを認識する MIP に関する報告は数
多く存在するが、それらの報告の多くは機能性モノマーとしてアクリル酸やメタクリ
ル酸のようなカルボキシ基を有するモノマーあるいは p-アミノスチレンなどのアミ
ノ基を有するモノマーを使用した単点認識によるものであった。そこで、本研究では
多点認識型の MIP を合成し、標的分子に対する選択性を向上させることを目的とし
た。そのため、ドーパミンの 1 級アミンと強く相互作用するスルホ基を分子認識空
間内に導入する手法を検討することにした。しかしながら、ドーパミンのアミノ基と
スルホ基によるスルホン酸アミド結合を有する鋳型分子では一般に加水分解による
鋳型分子の除去が難しいとされている。そこで、ジスルフィド結合を有する鋳型分子
をを設計·合成し、MIP に応用することにした。本実験系において、MIP 中に存在す
るジスルフィド結合は還元反応によって容易に切断可能であり、鋳型分子を除去する
と同時に分子認識空間内の相補的な位置にチオール基を配置すること可能であった。
さらに、分子インプリント後に酸化反応によって分子認識空間内の相補的な位置に存
在するチオール基をスルホ基に変換するという後天的官能基変換法 (ポストインプ
リンティング修飾) を確立した。加えて、フェニルボロン酸基によるジオール基の認
識を複合することで標的分子となるドーパミンを多点認識する機能性高分子材料の
合成し、選択的にドーパミンを認識することに成功した。ジスルフィド結合による一
連の酸化還元システムの利用は分子認識空間を構築すると同時にその近傍に修飾可
能な官能基を配置することで相互作用部位の変換を行うことが容易となり、標的分子
に応じて分子認識能を高めることや分子認識空間近傍への蛍光基の修飾が可能にな
るなどさまざまな分野に応用できる可能性を見出した。 
第 3 章では外部刺激により、標的分子の放出制御が可能な分子認識材料の構築を
目的として光応答性モノマーであるスピロピラン誘導体を分子認識空間内に固定化
した MIP を合成し、標的分子の放出制御機能について評価した。これまでにもスピ
ロピランモノマーを MIP に応用することで、標的分子の放出制御が可能な分子認識
材料に関する研究結果が報告されている。しかしながら、いずれの報告においてもス
ピロピラン骨格の N-末端からメタクリロイル基を生成し、重合時のコモノマーとし
て使用するものであったため、標的分子の放出制御が不十分となる可能性が示唆され
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た。そこで本研究では分子認識部位と重合基を有するスピロピラン誘導体を新たに設
計·合成し、MIP へ応用することにした。その結果、遮光時および紫外光照射時の結
合実験において分子認識空間内に存在するスピロピラン部位が SP 型から MC 型へ
光異性化することにより、劇的に標的分子の放出が可能となることが判明した。この
結果は分子認識部位となる官能基が相補的な位置から変化することに加え、MIP 粒子
表面近傍の極性増大により水素結合が阻害されることに起因するものと推定してい
る。本章では標的分子を特異的に認識する外部刺激応答性の MIP を合成し、放出制
御可能な分子認識材料を合成することに成功した。これらの結果は必要に応じて外部
刺激により薬物などを放出することが可能なコントロールドリリースシステムなど
へ幅広く応用できる可能性があるものと考えられる。 
第 4 章では core-shell 型 MIP (MIP-NPs) を使用した蛍光偏光法によるコルチゾ
ールのセンシングについて検討した。予備検討としてバルク重合により合成した分子
認識材料のコルチゾールに対する結合能と選択性を評価することで、重合時に添加し
た鋳型分子が有効に機能していることを確認することにした。これまでにもコルチゾ
ールを認識する MIP の報告はなされているが、いずれも機能性モノマーとしてメタ
クリル酸を使用した非共有結合型の MIP の合成によるものであったため、均一な分
子認識空間が構築されていない可能性が示唆された。そこで、本研究ではコルチゾー
ルのステロイド骨格における 21 位の 1 級水酸基をメタクリロイル化することで共
有結合型の鋳型分子を作成し、MIP へ応用することにし、さらに機能性モノマーとし
てイタコン酸を利用した多点認識を行うことで標的分子に対する選択性の向上を試
みた。その結果、鋳型分子としてコルチゾール-21-モノメタクリレートを加えた MIP 
はコルチゾール-21-モノメタクリレートの代わりにメタクリル酸を加えた重合した 
NIP に比して高い結合能を有することが判明した。これは重合時に鋳型分子として添
加したコルチゾール-21-モノメタクリレートが近傍の架橋点間距離を増大させ、分子
認識空間に対する標的分子のアクセシビリティを向上させたものと考えている。また、
選択性の評価において同種のステロイド骨格を有するテストステロンやプロゲステ
ロンに比してコルチゾールの結合能が高いことから、コルチゾールのステロイド骨格 
21 位の 1 級水酸基が分子認識空間内のカルボキシ基と相互作用している可能性が
高いことが判明した。さらに、汎用的に使用される分析装置を使用したコルチゾール
の高感度センシングを目的として core-shell 型 MIP-NPs を合成し、蛍光ラベル化コ
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ルチゾールとの複合体を用いた蛍光偏光法による新たなセンシングシステムを構築
することにした。これまで報告されている MIP による高感度センシングの多くは微
粒子や薄膜状の MIP を基板上に固定化し、SPR や QCM を利用した高感度な分子間
相互作用測定装置との融合することで分子センサーとしての研究結果に関するもの
であった。SPR や QCM を利用した分析手法は標的分子をラベル化する必要がなく、
高感度検出が可能であることから、近年では一般に広く使用されるようになった。し
かしながら、このような分析手法では特殊な分析装置や金基板が必要とされることと
微量な表面プラズモン共鳴や振動数の変化を観察する必要があるために低分子量の
分子認識には適さないといった問題点も存在した。そこで、本研究では core-shell 型 
MIP-NPs と蛍光ラベル化コルチゾールの複合体を利用することで、汎用的な分析装置
を使用して迅速にコルチゾールの高感度センシングが行えるシステムを構築するこ
とにした。シード重合法により、shell 層に分子認識能を付与した core-shell 構造を
有する MIP-NPs の合成を実施した結果、ポリマー微粒子は球形かつ比較的単分散な
ものであることが判明した。また、ダンシルラベル化コルチゾールと MIP-NPs1 の分
子間相互作用を蛍光分光光度計により評価した結果、蛍光強度が低下し蛍光極大ピー
クがレッドシフトする様子が確認された。この結果はダンシルラベル化コルチゾール
と MIP-NPs1 が複合体を形成していることに基づくものであると考えられる。また、
分子間相互作用の経時変化を測定した結果、比較的短時間 (ca. 20 min) で MIP-NPs1 
に対するダンシルラベル化コルチゾールの結合が平衡に達することが判明した。さら
に、蛍光偏光法を利用してアニソトロピー (r) を指標とした分子間相互作用の解析を
実施することにした。蛍光偏光法によりアニソトロピー (r) を指標として解析した結
合定数 (Ka) は蛍光極大波長のシフト (Δλm) を指標として解析した結合定数とおお
むね一致したため、本実験系においてもアニソトロピー (r) を指標とすることで分子
間相互作用の解析が可能となることが判明した。さらに、蛍光偏光法と競合法を複合
することにより  MIP-NPs1 とコルチゾールの結合能を評価した。MIP-NPs1 と 
NIP-NPs の比較から、重合時に鋳型分子として使用したコルチゾール-21-モノメタク
リレートが近傍の架橋点間距離を増大させ、結果としてコルチゾールの分子認識空間
へのアクセシビリティを向上させたものと推定している。さらに、標的分子に対する 
MIP-NPs1 の選択性を評価した結果、同種のステロイド骨格を有するプロゲステロン
での競合実験ではアニソトロピー (r) に対する応答が認められないことからコルチ
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ゾールによるダンシルラベル化コルチゾールの競合が成立していることが判明した。
以上のことから、蛍光偏光法と競合法を複合することでストレスマーカーの一種であ
るコルチゾールを迅速にセンシング可能なシステムを構築することに成功した。 
 
5-2. おわりに 
1970 年代以降、Wulff や Mosbach らのグループによって、標的分子を選択的に認
識する MIP の合成法に関する研究結果が報告されて以来[1,2]、MIP に対するさまざま
な改良がなされてきた。第 2 章において検証した分子インプリント後において分子
認識空間内に存在する官能基を使用した後天的官能基変換法の構築 (ポストインプ
リンティング修飾) や第 4 章において検証した core-shell 型 MIP-NPs の合成に加
え、MIP を微粒子や基板に薄膜として固定化することで SPR や QCM を利用した分
子間相互作用測定装置への応用を可能にし、分子認識の迅速性や測定感度を向上させ
てきたのもその例である。しかしながら、今後、MIP を実用化するためにはさらなる
付加価値を求める必要がある。そのひとつが MIP に取り込んだ標的分子の放出制御
機能である。第 3 章にて検証したスピロピランをはじめ、アゾベンゼン部位を有す
る光応答性モノマーや N-イソプロピルアクリルアミド (NIPAM) などの温度もしく
は pH 応答性モノマーを使用することにより、標的分子の取り込み、貯蔵、放出とい
った一連の操作を外部刺激によって制御できる材料を構築することは非常に有効で
あると考えられる。さらに、現在ではポリグリコール酸 (PGA)、ポリ乳酸 (PLA) な
どを利用した生分解性ポリマーやポリビニルアルコール (PVA) を利用した水崩壊性
ポリマー、高分子鎖内にカルボニル基を導入した光分解性ポリマーなどの研究も盛ん
に行われており、このような特異な物性を有するポリマーとの融合による分子認識材
料の開発は非常に有効であると考えられる。また、MIP の微粒子化という点に鑑みれ
ば金ナノ粒子や量子ドット、磁性粒子などの既存の材料との融合は非常に有効である。
金ナノ粒子は現在、妊娠検査薬などの簡易検査 (イムノクロマトグラフィー) をはじ
めとして、さまざまな分野で実用化されている。量子ドットは主に InP/ZnS、CdSe/ZnS 
系などの重金属が使用されていることから臨床用途に応用するにはいくつかの問題
点が存在するが、非常に高感度かつ蛍光の半値幅が狭いため安定性の高い材料を構築
できるものとして実用化されつつある。磁性粒子はすでに生化学や医学の分野におい
て抗体を固定化し、迅速な B/F 分離を可能にするなどの応用が試みられている。さ
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らに、分子認識能を評価するための分析手法という観点からみると、これまでに生化
学や医学の分野で培われてきた分析手法が利用できることも多い。第 5 章において
実施した蛍光偏光法もそのひとつであるが、その他にも蛍光共鳴エネルギー移動や蛍
光相関分光法、蛍光顕微鏡を使用した分子イメージング技術などさまざまな解析法が
応用できると考えられる。上述したように、今後は有機材料や高分子材料だけではな
く、無機材料との複合や生化学、医学の分野における材料の評価法を応用するなど他
分野との融合がますます重要になってくるものと考えている。 
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